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LA ASIMILACION DEL NITRATO Y SU REGULACION

I. INTRODUCCION

Los elementos biogenésicos primordiales que en forma
inorganica absorben las plantas de su medio ambiente
para sintetizar su propia materia estan, en general, oxi-
dados al limite: el carbono, como anhidrido carbénico;
el nitrégeno, como nitrato, y el azufre, como sulfato.
Por tanto, los vegetales clorofilicos —tanto las algas
como las plantas superiores— tienen, en primer lugar,
que reducirlos a un nivel directamente asimilable, utili-
zando para ello el unico reductor disponible —el agua—
y valiéndose de la dnica fuente de energia de que tam-
bién dispone —la luz solar.

Una vez reducidos, los elementos biogenésicos son asi-
milados —también fotosintéticamente— y pasan a cons-
tituir el material vegetal, en el que aparecen ya en for-
ma organica, en estado de dxido-reduccién variable: el
carbono a un nivel cuyo promedio puede representarse
simplificadamente como (CH,0); el nitrégeno a nivel
amoniacal y el azufre a nivel de sulfuro de hidrégeno.

La fotosintesis consta en esencia de dos fases: 1) La
fase luminosa, que consiste en la conversiéon de la ener-
gia fisica contenida en los quantos de luz —captados
por los pigmentos clorofilicos y auxiliares— en energia
quimica fisiolégica, y 2) la fase oscura, que consiste en
la reduccién de los elementos biogenésicos primordiales
y en su posterior asimilacion.
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Las reacciones luminosas de la iuivsintesis han sido
fundamentalmente esclarecidas durante los ultimos afios
por Arnon y su grupo (1), e incluyen no sélo la sintesis
de enlaces de fosfato ricos en energia ( —~P) —proceso
en que el fosfato inorganico (P;) se esterifica en forma
organica, y que se conoce iambién como fotofosforila-
cion—, sino la fotolisis del agua en sus dos elementos
integrantes (hidrégeno y oxigeno), de acuerdo con las
ecuaciones:

luz
P.— > P

luz
HO——> [H,1+ 0,

Los enlaces de fosfato ricos en energia (~ P) y el poder
reductor [H,] son, segun Arnon (1), los productos fina-
les de la Fotosintesis propiamente dicha, que constitu-
yen el poder asimilatorio disponible para la reduccién
—y subsiguiente asimilacién— del anhidrido carbdni-
co (2), nitrato (3) y sulfato (4), segtin las ecuaciones:

3P
CO, + 2[H,] > (CH,0) + H,0
NO.H + 4[H,] > NH, + 3 H,0
SOH, + 4[H,] > SH, + 4 H,0

El oxigeno, a pesar de su importancia en la respira-
cién aerobia —que, a lo largo de la evolucion bioldgica,
sobrevino mas tardiamente que la Fotosintesis y como
consecuencia de ella— es sélo un producto de desecho del
proceso fotosintético.

En resumen, y ateniéndonos al nitrégeno, la especial
significacién de la asimilacién del nitrato por las plan-
tas radica no soélo en que el nitrégeno nitrico sea la prin-
cipal fuente de este elemento que utilizan dichos orga-
nismos para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos,
sino en que su reduccién a amoniaco y su posterior asi-
milacién estén estrechamente relacionados con las reac-
ciones fotosintéticas propiamente dichas y maravilosa-
mente reguladas.

II. LA RUTA DE LA REDUCCION DEL NITRATO

Basandose en consideraciones ‘puramente quimicas,
Meyer y Schulze (5) propusieron a fines del siglo pasado
que la reduccién bioldgica del nitrato a amoniaco, pro-
ceso que implica la ganancia de ocho electrones, o ato-
mos de hidrégeno, deberia tener lugar en cuatro pasos
sucesivos 'de dos electrones cada uno, a través de nitri-
to, hiponitrito e hidroxilamina, segiin el siguiente es-
quema:

2e— 2e—
NOOH——> NOH-—«——»>
2e— 2e—
——> (NOH)————> NH,OH—— NH,

Después de largas controversias, ha guedado ultima-
mente bien establecido (3) que la reduccién asimilatoria
del nitrato a amoniaco ocurre —tanto en bacterias como
en hongos, algas y plantas superiores— en solo dos es-
tadios: primero, el nitrato se reduce a nitrito en una
reaccién que implica dos electrones y, a continuacion, el
nitrito se reduce a amoniaco, en una reaccion que impli-
ca seis electrones, segun el esquema:

2e— 6e —
NO,” —>» NO,m— > NH,

III. EL SISTEMA REDUCTOR DE NITRATO

El sistema reductor de nitrato del tipo asimilatorio
esta integrado por dos enzimas, conocidos como nitrato
reductasa y nitrito reductasa, que catalizan, respectiva-
mente, la reduccién del nitrato a nitrito y la de éste a
amoniaco (3).

La nitrato reductasa de hongos, algas y plantas supe-
riores es un complejo enzimético de alto peso molecular

que requiere especificamente piridis-nucledtidos redu-
cidos como donadores fisiologicos de electrones para la
reduccién del nitrato a nitrito. Segiin muestra esquema-
ticamente la figura 1, en la transferencia de electrones
del NAD(P)H (nicotinamida-adenin-dinucleétido reduci-
do) al nitrato participan secuencialmente dos actividades
enzimaticas que pueden estudiarse separadamente: la

primera es una NAD(P)H diaforasa dependiente de FAD-

(flavin-adenin-dinucleétido), que puede utilizar diversos
compuestos oxidados (tales como el citocromo ¢, colo-
rantes o vitamina K) como aceptores de electrones; la
segunda es la molibdoproteina nitrato reductasa termi-
nal o nitrato reductasa propiamente dicha, que puede
utilizar flavin-nucleétidos (o violégenos) reducidos como
donadores de electrones, y que se denomina por ello
FNH,nitrato reductasa. En algunas bacterias asimila-
doras de nitrato, el complejo enzimatico puede carecer
de la mitad diaforasica inicial.

Aceptores de
electrones

NAD(P)H rao [777m 72222227 NO,

Diaforasa ( N03Rasa terminal
Donadores de
Fig 1 electrones
Fig. 1.—Representacion esquematica de la cadena de transporte de

electrones del NAD(P)H al nitrato en la reaccion catalizada por el

complejo enzimatico NAD(P)H-nitrato reductasa. En la reaccion total par-

ticipan secuencialmente dos mitades enzimaticas, que pueden ensayarse

independient ite di el uso de aceptores o donadores inter-

mediarios de electrones: la primera es la NAD-(P)H-diaforasa, depen-

diente de FAD, y la segunda, la molibdoproteina nitrato reductasa pro-
: piamente dicha, o nitrato reductasa terminal (3).

La nitrito reductasa de algas y plantas superiores es
una ferroproteina, de peso molecular mucho mas bajo
que la nitrato reductasa, que utiliza ferredoxina reducida
como donador especifico de electrones para la reduc-
ciéon del nitrito a amoniaco, seglin representa esque-
mdticamente la figura 2. El enzima de bacterias y hon-
gos contiene ademdas —asociado con la mitad terminal—
una mitad diaforasica dependiente de FAD, que utiliza
NAD (P) H como reductor fisiologico. En este sentido es
similar al complejo nitrato reductasa de hongos y plan-
tas clorofilicas.

Algunas de las propiedades moleculares de estos com-
plejos enzimaticos merecen destacarse particularmente.
Las actividades diaforasica y términal se afectan de
manera diferente por tratamientos selectivos e inhibi-
dores, y pueden protegerse especificamente contra la
inactivacion, e incluso reactivarse, por la accién de sus
propios sustratos o de compuestos analogos. En general,
la mitad diaforasa es especialmente sensible a la inac-
tivacién térmica y a la inhibicién por reactivos de gru-
pos tidlicos —procesos que previenen, de manera espe-
cifica, el FAD v NADH, respectivamente—. Por el contra-
rio, la mitad terminal es inhibida por agentes quelantes
de metales (cianuro, cianato, azida) y particularmente
por el cianuro cuando la proteina se encuentra en estado
reducido.

El fenomeno de la inactivacién por reduccién de los
enzimas de] sistema reductor de nitrato es de naturaleza
reversible, tanto in vitro como in vivo, y constituye en
la actualidad uno de los aspectos mas fascinantes de la
regulacion del metabolismo del nitrégeno, que serd ana-
lizado, en detalle, mas adelante.

Fd Fe
red
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Fig 2

Fig. 2.—Repr ion esq atica de la cad de transporte de elec-
trones de la ferredoxina reducida (Fd ;) al nitrito en la reaccion ca-
talizada por la ferroproteina nitrito reductasa (3).




Especial interés ofrece el efecto del volframio, en com-
petencia con el molibdeno, sobre la nitrato reductasa.
Este metal no influye en la sintesis del complejo nitrato
reductasa, pero inhibe totalmente su actividad terminal,

Fig. 3.—Instalacion para el cultivo de algas en el Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Sevilla (3).

1) NO,H+ H,0 ————> NO.H+ HO+1/20,

2) NOH +3H,0 ——» NH, +2H,0+3/20,

luz

Total) NO,H + 4H,0 —» NH, +3H, 0+ 20,

La evidencia actual soporta el mecanismo representado
esquematicamente en la Figura 5, segun el cual los elec-
trones del agua activados por la luz fluyen a través de
la cadena de transporte caracteristica de la fotofosforila-
cion no-ciclica hasta la ferredoxina y reducen finalmente,
con el concurso de los cofactores y enzimas pertinentes,
el nitrato a nitrito, y éste a amoniaco.

sin afectar en absoluto a ninguna de las restantes acti-
vidades del sistema reductor de nitrato. Por ello, la
adicién de tungstato al medio de cultivo impide muy
eficazmente el crecimiento de las algas cuando el nitra-
to es la fuente de nitrégeno (Figuras 3 y 4). En cambio,
el volframio es totalmente inocuo cuando se emplea ni-
trito o amoniaco como nutrientes nitrogenados.

Fig. 4 —Efecto inhibidor del volframio, en competencia con el molibdeno,

en el crecimiento del alga Chlorella, con nitrato como fuente de nitro-

geno. Los cultivos contenian cantidades crecientes (0; 1; 10 y 100 M)
de volframio (3).

& Eo.pH 7
~06 A
_o4 +Fd
—NAD

-02 4

-00 4

+02 T

Sistema [~
de +)
. N
pigmentosl | =

— Noz

f 404 NU:;
Luz w06

+0.8 ~+— HZO

+1.0 =

Fig. 5.—Representacion esquematica de la fotofosforilacion no-ciclica.
acoplada con la oxidacion del agua y con la reduccién del nitrato y del
nitrito en un sistema r ituido de cloroplast El donador inicial de
electrones es el agua, que se oxida durante el proceso a oxigeno mo-
lecular. Los aceptores terminales de electrones son el nitrato y el ni-
trito, que se reducen, respectivamente, a nitrito y amoniaco. El trans-
porte de cada electron desde el agua hasta la ferredoxina requiere dos
quantos de luz, cada uno de los cuales es absorbido y transformado en
energia electronica por los sisti de pi tos 11 y I, do en
serie. La energia liberada en la caida de un par de electrones desde
el sistema Il al sistema | es utilizada por el sistema fosforilante de la
correspondiente cadena de transporte para la for ion de un

de fosfato rico en energia. NAD y ferredoxina son, respectivamente,
los transportadores de electrones que directamente median la reduccion
del nitrato y nitrito, catalizadas por los enzimas nitrato reductasa y

nitrito reductasa (3).

IV. LA REDUCCION FOTOSINTETICA DEL NITRATO

Los clasicos trabajos de Warburg (6) demostraron que
las células vivas del alga Chlorella reducen, en la luz, el
nitrato a amoniaco, con el simultineo desprendimiento
de cantidades estequiométricas de oxigeno. El mecanis-
mo intimo del proceso ha permanecido, sin embargo,
desconocido durante mucho tiempo. Recientemente, los
experimentos realizados en nuestro Departamento (3)
.utilizando un sistema reconstruido de cloroplastos han
permitido reproducir fuera de la célula viva el proceso
completo de la reduccién fotosintética del nitrato a amo-
niaco, acoplado con la oxidacién del agua a oxigeno,
segun las reacciones:

Aunque de momento hay ciertas dudas respecto a la
localizacién intracelular de, al menos, algunos de los
enzimas del sistema reductor de nitrato en plantas su-
periores (3), parece seguro que dichos enzimas estan
intimamente ligados a las particulas clorofilicas en el
caso de las algas verdes-azuladas. En concreto, en nues-
tro Departamento se ha encontrado que la nitrito reduc-
tasa de Anacystis nidulans —enzima digno de especial
mencién por resistir, durante tratamientos prolongados,
el calentamiento a 100° y el pH fuertemente acido—
aparece casi en su totalidad firmemente unido a las la-
minillas fotosintéticas. Lo mismo puede afirmarse de la
nitrato reductasa de otra alga verde-azulada, Anabaena
cylindrica (7).

V. CONTROL DEL SISTEMA REDUCTOR DE NITRATO

El amoniaco, producto final de la rutade reduccion del
nitrato, actia in vivo como represor nutricional de los
enzimas del sistema reductor de nitrato y como agente
promotor del fendmeno, recientemente descubierto, de la
inactivacion redox reversible de estos enzimas, primer
¢jemplo de interconversion metabdlica de este tipo (3,8).

b




V. I. REGULACION DE LA SINTESIS DE LOS LiZIMAS

Los dos complejos enzimaticos del sistema reductor
de nitrato son adaptativos. Asi, en las algas verdes Chlo-
rella fusca y Chlamydomonas reinhardi, tanto la NADH
—nitrato reductasa como la ferredoxina-nitrito reduc-
tasa se reprimen cuando la fuente de nitrégeno emplea-
da como nutriente es el amoniaco (3).

V. II. REGULACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

La nitrato reductasa y nitrito reductasa del tipo asimi-
latorio estdn sujetas a regulacién por reduccién y oxida-
cion de las correspondientes proteinas. Ambos complejos
pueden existir en dos formas interconvertibles: una ac-
tiva, que se inactiva por reduccidn, y otra inactiva, que
se reactiva por oxidacién (8).

V. II. I. INTERCONVERSION DE LA NITRATO REDUCTASA

El fendmeno de la inactivacién reversible de la nitrato
reductasa ha sido especialmente estudiado en algas,
tanto con células enteras, como con extractos acelulares
y preparaciones enzimaticas purificadas (8).

La adicidon de amoniaco a un cultivo de C. fusca o
C. reinhardi, creciendo en la luz con nitrato en una
corriente de CO, al 5 por por ciento en aire, determina
la rapida inactivacién de la mitad terminal (FNH,-NO,
Rasa) del complejo NADH-nitrato reductasa (NADH-
NO, Rasa), sin afectar para nada a su mitad inicial
(NADH-diaforasa). El proceso es de naturaleza reversi-
ble, y el enzima se reactiva de manera igualmente rapida
al remover el amoniaco del cultivo y resuspender las
células en su medio original (Figura 6).
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Fig. 6.—Cinética de la inactivacion reversible de !a nitrato reductasa
por el amoniaco (izquierda) o arseniato (derecha) en células de
Chlamydomonas. En cada caso, la primera flecha indica el tiempo en
que se ahadié amoniaco o arseniato a los cultivos de alga, y la se-.
gunda, el tiempo en que se lavaron las células y se rest dieron en
el medio original. Las respectivas actividades del complejo NADH-ni-
trato freductasa se estimaron en los correspondientes extractos a los
tiempos indicados (8).

Aparentemente, el amoniaco actita como desacoplante
de la fotofosforilacién fotosintética, provocando simul-
taneamente una subida del nivel de poder reductor,
NAD (P) H, y una bajada de la carga energética_celular.
Otros agentes desacoplantes, como la metilamina y el
arseniato, que inhiben igualmente, aunque por distintos
mecanismos, la fotofosforilaciéon del ADP (adenosin-
difosfato), ejercen el mismo efecto. El fenémeno, no
tiene, en cambio, lugar si, en presencia de los desaco-
plantes, se impide la acumulacién de poder reductor,
bien sea por oxidacién (mediante el uso del transporta-
dor redox vitamina K) o bien por bloqueo del propio
flujo no-ciclico de electrones (mediante el uso del inhi-
bidor de la fotolisis del agua, diclorofenil-dimetilurea).

Es interesante subrayar que aunque la accion de estos
desacoplantes de la fotofosforilacion sea estrictamente
dependiente de la luz, se puede, alternativamente, con-
seguir la rdpida inactivacion de la nitrato reductasa, no

s6lo en la luz sino también en la oscuridad, cuando se
interrumpe la aireacién de los cultivos, con el fin de in-
ducir un ambiente anaerébico. La readmisién de aire,
determina, en este caso, la pronta reactivacion del enzi-
ma (Figura 7).
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Fig. 7.—Cinética de la inactivacion 1eversible de la nitrato reductasa

en células de Chlamydomonas por interrupcion de la aireacion de los

cultivos o por la adicion de amoniaco (8). Otras condiciones experimen-
tales como en la figura 6.

Que la adicién y sustracién de amoniaco (y otros agen-
tes desacoplantes) determinan in vivo la inactivacion y
reactivacion de la nitrato reductasa por reduccién y oxi-
dacién del enzima, respectivamente, ha sido elegante-
mente demostrado mediante el uso de oxidantes y reduc-
tores artificiales y fisiolégicos, capaces de provocar in
vitro los mismos procesos reversibles de inactivacién y
reactivacion.
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Fig. 8.—Cinética de la reactivacion in vitro dela ‘nitrato reductasa de

Chlamydomonas por ferricianuro. Al enzima inactivo, extraido de células

tr jas con i y do en hielo, se anadi6 ferricianuro al

tiempo indicado por la flecha. La actividad NADH-nitrato reductasa se

determiné en alicuotas de las las de incubacion a los ti
indicados (8).

A modo de ejemplo, la figura 8 muestra la forma inac-
tiva de la nitrato reductasa —extraida de células trata-
das con amoniaco— se reactiva inmediatamente al ser
reoxidada con ferricianuro. Por otro lado, la figura 9
muestra cémo la forma activa —procedente de células
no tratadas— se inactiva rapidamente por reduccién con
NADH en presencia de ADP. Por lo demas, y sin entrar
en disquisiciones que excedan los propdsitos de este
articulo, es importante sefialar que el nitrato y varios
inhibidores competitivos (como el cianato) protegen al
enzima contra la inactivacién e incluso lo reactivan una
vez inactivado. También es de interés indicar que la




inactivacién y la reactivacién proceden con mas rapidez
a pH bajo y alto, respectivamente, con independencia
del tampon utilizado.

Aunque, de momento, quedan por aclarar la natura-
leza vy el tipo de transformacién que experimenta el gru-
po quimico responsable de la inactivacién, parece pro-
bable que se trate del cambio de valencia de un catién
metalico pesado o de la apertura de un puente disulfuro
en la molécula protéica.

El fenémeno de la interconversién metabdlica de la
nitrato reductasa no es exclusivo de las algas, y ha sido,
igualmente, puesto de manifiesto en bacterias, hongos y
plantas superiores.
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Fig. 9.—Cinética de la inactivacion in vitro de la nitrato reductasa de

Chlorella por NADH 'y ADP. Se incub6 a 0° una preparacion -ectiva del

enzima con NADH y APD, en conjunto y por separado, y se determiné

a los tiempos indicados la actividad NADH-nitrato reductasa en alicuo-
tas de las mezclas de incubacion.

V. II. II. INTERCONVERSION DE LA NITRITO REDUCTASA

Hasta la fecha, la interconversién de la nitrito reduc-
tasa entre una especie activa y otra inactiva sélo ha sido
observada en preparaciones del enzima extraido de la
bacteria asimiladora de nitrato Azotobacter chroococ-
cum, que es, ademas, fijadora de nitrégeno. No obstante,
el proceso parece también de general importancia meta-
bélica y, sin duda, relacionado con un cambio redox de
la proteina (8).
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Fig. 10.—Cinética de la inactivacién in vitro de la nitrito reductasa de

Azotobacter por NADH, y proteccion y reversién del proceso por ni-

trito, Se incubd a peratura ambiente una preparacién activa del en-

zima con NADH en ausencia y presencia de nitrito, y se determin6é a

los tiempos indicados la actividad NADH-nitrito reductasa en alicuotas

de las las de incubacién. La reactivacion con nitrito se inici6 al
tiempo indicado por la flecha (8).

Como muestra la figura 10, la nitrito reductasa de
Azotobacter se inactiva en pocos minutos por preincuba-
cién con NADH. El nitrito protege especificamente al en-

zima contra esta inactivacion y revierte el proceso, una
vez que ha tenido lugar.

VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El nitrégno constituye aproximadamente el 2 por
ciento del peso seco de las plantas, lo que, a escala mun-
dial, supone la incorporaciéon anual al reino vegetal de
10.000 millones de toneladas de este elemento. Excep-
tuadas aquellas especies que directamente fijan el ni-
trégeno atmosférico, las plantas utilizan predominante-
mente nitrato como fuente de nitrégeno. Realmente es
fabulosa la cantidad de energia solar que requiere el

- mundo vegetal para llevar a cabo la asimilacién del ni-

trato, globalmente considerada. La reduccién fotosinté-
tica del nitrato es un proceso metabdélico clave, cuya ruta
ha quedado ya practicamente esclarecida, y el estudio de
su regulacion ha revelado nuevos y eficacisimos meca-
nismos de control.

Un mejor conocimiento del mecanismo de la asimila-
cién del nitrato y de su regulacién genética y bioquimica
es no solo de primordial importancia en Biologia y Fisio-
logia Vegetal, consideradas como ciencias basicas, sino
también en Agricultura, Nutricién, etc., pues puede a
corto plazo y econémicamente traducirse en un incre-
mento considerable del rendimiento y valor nutritivo de
las cosechas, al permitir aumentar la cantidad, propor-
cién y calidad de su contenido proteico.

A este respecto hay que recordar que los compuestos
nitrogenados resultantes de la asimilacién del nitrato
—proteinas y acidos nucléicos— son las sustancias cua-
litativa y cuantitativamente mas caracteristicas de la
materia viva, y que son las plantas, en ultimo término,
quienes, con agua, dioxido de carbono, nitrato y sulfato,
fabrican limpia y suavemente estos compuestos y los
facilitan después a todos los demds organismos. Por
otro lado, no podemos tampoco ignorar que la alimen-
tacién humana es hoy, por desgracia, deficitaria en vas-
tas zonas de la Tierra y que los cientificos tienen, en
consecuencia, la obligacién de contribuir con los resul-
tados de sus investigaciones a tratar de resolver en la
medida que puedan tan angustioso problema, cada dia
atin mas agravado con la incognita de la superpoblacién.
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