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ABREVIATURAS
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La mayorfa de las plantas superiores y algas verdes
en su ambiente natural utilizan el nitrato como fuente inme-
diata de nitr6geno. Para ello el nitrato tiene que convertir
se en amonio antes de incorporarse a esqueletos carbonados
para dar origen a los diversos componentes nitrogenados de
las células (aminodcidos, protefnas, dcidos nucléicos, etc.).
La capacidad de usar nitrato como fuente de nitr6geno la com
parten con las plantas superiores y las algas, muchos hongos,
levaduras y bacterias. Puesto que en el nitrato, el nitrége-
no tiene una carga +5 y en el amonio de -3, se requiere, pa-
ra convertir el nitrato en amoniaco, una reduccifén que lleve
consigo la transferencia global de 8 electrones. En los orga
nismos fotosintéticos esto ocurre en dos etapas: primera, el
nitrato se reduce a nitrito, reaccién que conlleva la trans-
ferencia de 2 electrones y estd catalizada por el complejo

enzimdtico NADH-nitrato reductasa (E.C.1.6.6.1.):

NADH + NO; + H® ———= NAD" + NO, + H,0
Seguidamente, el nitrito se reduce hasta amoniaco, reaccién
que supone una transferencia de 6 electrones y estd cataliza-

da por el enzima ferredoxina-nitrito reductasa (E.C.1.7.7.1.):

6 Fd +N0£+8H+—~———-——>—6Fdox+NH:+2HO

red 2
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En la transferencia de electrones desde el NADH al
nitrato participan secuencialmente dos actividades, que aun-
que no se han podido separar fisicamente, pueden ensayarse
independientemente. La primera actividad es una NADH-diafora
sa, dependiente de FAD, que transfiere los electrones desde
el NADH, bien a la segunda mitad del complejo, o a una varie
dad de compuestos oxidados del tipo citocromo ¢, ferricianu-
ro, 2,6-diclorofenol-indofenol, etc. (64,66,103) . La segun-
da mitad del complejo es una molibdoproteina, la nitrato re
ductasa propiamente dicha y que utiliza flavin-nucleétidos o
violSégenos feducidos quimicamente con ditionito, como dona -
dor de electrones para reducir el nitrato a nitrito, por ello
también se le denomina FNHZ-nitrato reductasa(42). E1 comple-
jo enzimdtico NADH-nitrato reductasa de organismos fotosinté-
ticos también contiene citocromo 9557 como grupo prostético
(24,59,80) vy la secuencia que siguen los electrones desde el

NADH al nitrato puede esquematizarse asi:

Aceptores de

electrones
NADH FAD Cit bgsy Mo D NOg”
Diaforasa NOSRasa terminal

Donadores de
electrones
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Estas dos actividades (NADH-diaforasa y FNH,-nitra-
to reductasa) son diferentemente afectadas por tratamientos
selectivos e inhibidores y también pueden ser especificamen
te protegidas contra su inactivacién , o reactivadas, por
sus sustratos correspondientes (o andlogos de esos sustra -
tos). En general, la mitad diaforasa es muy sensible al ca-
lentamiento a temperaturas suaves y al tratamiento con mer-
curiales del tipo del p-cloromercuribenzoato (pCMB), que
reaéciona con los grupos sulfhidrilos (-SH) de la proteina.
Ambos procesos pueden prevenirse de una forma especifica -
por la presencia del grupo prostético (FAD) de la diaforasa
0 del donador fisiol6gico de electrones del enzima (NADH)
respectivamente (40). Por otra parte la nitrato reductasa‘
terminal, que es notablemente resistente al tratamiento tér
mico y al pCMB, puede ser total y especificamente inhibida
por compuestos quelantes de metales, del tipo de la azida,
cianuro, cianato y carbamil-fosfato. En todos los casos la
inhibicién es de tipo competitivo con respecto al nitrato

(95).

El enzima del alga verde Chlorella vulgaris se ha

purificado hasta homogeneidad por un sencillo método, que

incluye como etapa principal una cromatografia de afinidad



en una columna de azul-dextrano sefarosa  (78). El enzima
contiene 3 subunidades y 2 moléculas de cada uno de sus

grupos prostéticos que son FAD, citocromo 2557 y molibdeno

(80). Aun cuando la nitrato reductasa de Chlorella fusca

no se ha logrado todavia purificar hasta homogeneidad, se sa

be que es un complejo enzimitico (P.M. 500.000) que tam -
bién contiene FAD (103); molibdeno (94) 1y citocromo 9557
(M.G. Guerrero, comunicacifén personal) como grupos prosté-

ticos.

‘Otras nitrato reductasas han sido purificadas has-

ta homogeneidad, tal es el caso del enzima del hongo Neuros-

pora crassa (63) y de la levadura Rhodotorula glutiniS»(ZS).
Preparaciones altamente purificadas de nitrato reductasa de

espinaca (24,59) y del alga verde Ankistrodesmus braunii tam

bién se han obtenido (3,15). En todos los casos el andlisis

cualitativo de sus grupos prostéticos es similar a los ante-

riormente indicados para el enzima de Chlorella fusca.

Beevers y Hageman (10), han concluido que el enzima
limitante en la asimilacién de nitrato es la nitrato reduc -
tasa. Nitrito y amoniaco estén hormalmente presentes en las
cé€lulas vegetales en pequeilas cantidades, salvo en cir -

cunstancias excepcionales; sin embargo la concentracidén in-



tracelular de nitrato puede alcanzar altos niveles, presumi-
blemente en la vacuola. Por ello, los estudios acerca del me
canismo de regulaci6én de la asimilacién del nitrato se han

enfocado fundamentalmente sobre la nitrato reductasa.

En cuanto a la sfntesis y degradacién del enzima en
plantas superiores y algas, las actividades del sistema asi-
milatorio reductor de nitrato (i.e. nitrato y nitrito reduc
tasés) varfan con la intensidad de luz, niveles de-COz; tem
peratura y fuente de nitrégeno (10,39,57). En general estos
enzimas presentan mdximo nivel cuando las cé€lulas se crecen
con nitrato como fuente Gnica de nitr6geno y su nivel es

prdcticamente nulo en células creciendo con amonio.

El complejo nitrato reductasa del alga verde Chlore-
1la fusca es un enzima adaptativo, que se reprime por amonio
(producto final de la reduccién asimilatoria de nitrato) in-
cluso en presencia de nitrato. Su sintesis depende de la adi
cién al cultivo de una adecuada fuente de nitrégeno, siendo
el nitrato el mds efectivo. En ausencia de fuente de nitrége
no se forma una significativa cantidad de enzima, lo que in-
dica que el nitrato no es un inductor esencial para la sinte

sis de novo del enzima (94 ). Por otra parte esta sintesis



se inhibe por la adicién de cicloheximida (45). Similares
resultados se han conseguido para el enzima de otras algas

verdes como Chlamydomonas reinhardi (28) y Ankistrodesmus

braunii (16).

En cultivos sincrénicos de Chlorella (30, 87) cre-
ciendo en periodos circadianos de luz y oscuridad, se ha
observado un marcado incremento en el nivel de nitratd y
nitfito reductasa al comienzo del periodo luminoso, alcan-
z8ndo un miximo, para descender a un nivel minimo hacia el
final de la fase oscura. La sintesis de novo de 1los enzimas
estd implicada en el proceso, ya que estas oscilaciones son

sensibles a la actidiona.

Poco‘se sabe acerca del mecanismo de control de 1la
sintesis de nitrato reductasa a niveles dé transcripcién y
transduccién. Por otra parte una serie de compuestos no muy
claramente relacionados a priori zcon la asimilacién de ni-
trato, afectan la sintesis de nitrato reductasa en ciertas
especies de plantas o algas; tal es el caso del herbicida
simazina que utilizado a concentraciones subtdxicas causa
un sensible incremento en.el nivel de nitrafo reductasa en

guisantes, arroz, maiz, etc.,y por ello se ha empleado pa-



bl BN & Nl

ra incrementar el contenido proteico de alimentos vegetales

(71,72,90).

Travis y col. (89) han mostrado que la cicloheximij
da previene la caida normal de nitrato reductasa que tiene
lugar en hojas de cebada cuando se ponen en la oscuridad.
Esto sugiere la participaci6n de una proteina en la degra-
dacién de nitrato reductasa. Se ha aislado uné proteina a
_partir de semillas de maiz (98,99), que inactiva nitrato re
ductasas . Este enzima actda sobre la nitrato reductasa de

Neurospora y plantas superiores, pero no sobre el enzima de

origen bacteriano. Parece ser que se trata de un enzima pro-
teolftico que particularmente ataca a la mitad diaforasa de

la nitrato reductasa (100). En Neurospora, la presencia de

nitrato en el medio de cultivo decrece la velocidad de de-

gradacién in vivo de la nitrato reductasa (82).

Se han hecho interesantes estudios acerca de la uti-
lizacidén de nitrato, y en principio parecia existir una es-
trecha relacién entre el deésarrollo de actividad transpor-
tadora de nitrato y la correspondiente a la nitrato reducta-
sa . Sin embargo, se ha mostrado recientemente que existe

transporte de nitrato en células que no tienen actividad ni-
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trato reductasa (26, 70, 73) lo que parece indicar que el
sistema de transporte de nitrato no depende de la presen-

cia de nitrato reductasa activa,

La utilizaci6én de nitrato se ha estudiado amplia-

mente en las algas verdes Chlorella fusca y Chlamydomonas

reinhardi ( 57, 85). Estas células muestran una fuerte es-
timulacién en la utilizacién de nitrato por la luz y el
COZ' Los carbohidratos pueden sustituir al CO2 en su efec-
to estimulante, indicando que el efecto del CO2 se debe a
su conversién en carbohidratos. En presencia de amonio la
utilizacién de nitrato por el alga cesa inmediatamente,
esto podfa deberse a que el amonio afectara al sistema de
transporte de nitrato o a la nitrato reductasa misma

( 57, 86). Numerosos equipos de investigacién se han inte-
resado en este tema y,.al parecer, en cortos periodos de
fiempo el amonio actda por una parte sobre el sistema de
transporte de nitrato, que virtualmente es el primer punto
de control en la utilizacién de nitrato por algas verdes

( 67,85 ) y plantas superiores (11). Por otro lado, como
se indica a continuacién, la actividad nitrato reductasa
es otro punto clave -sobre el que el amonio también ejerce
una rdpida accibén- donde radica una sugestiva regulacién de

la utilizacién de nitrato en los organismos que lo pueden



asimilar.

La interconversi6én del enzima nitrato reductasa ha
sido extensamente estudiada en nuestro laboratorio, a nive-
les celular, subcelular y molecular, empleando las algas

verdes Chlorella fusca y Chlamydomonas reinhardi (39,40,41).

Losada y col. (38) observaron por primera vez que

la adicién de amonio a células de Chlorella fusca,crecien-

do en la luz y con nitrato, produce una rdpida inactiva-
cidn de la'segunda mitad del complejo NADH-nitrato reduc-
tasa (i.e. FNH,-nitrato reductasa). La subsecuente elimi-
nacién de amonio del medio de cultivo lleva consigo la.reac-
tivacién del enzima. Por otra parte un efecto semejante al
observado con el amonio presentan el arseniato o la metila-
mina, cuando se aﬁadeﬁ a un cultivo de células de Chlorella
fusca creciendo en la luz y CO, con nitrato como fuente de
nitrégeno (41). La caracteristica comdn del amonio,arsenia-
to y metilamina, donde aparentemente incide la base de su

accién inactivante, es que estas tres sustancias son desa-

coplantes de la fotofosforilacién no ciclica (22,43).

In vitro, la inactivaci6n de la mitad terminal del

complejo NADH-nitrato reductasa requiere piridin-nucle6ti-
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‘dos reducidos (56) y es potenciada por ADP (51). EI1 enzima

inactivado in vivo o in vitro puede en todos los casos

reactivarse in vitro por oxidacién a 02C con ferricianuro
(41). E1 nitrato podria ser el sustituto fisiol6gico del
ferricianuro, que actuara in vivo como agente reactivante
del enzima pero no se han conseguido resultados claramente

concluyentes al respecto (56).

Aparentemente, el amoniaco (y también el arsenia-
to o la metilamina), actuando como un desacoplante de 1la
fotofosforilacién no ciclica, origina un incremento en el
nivel intracélular de los piridin-nucle6tidos reducidos y
de los nucle6tidos descargados de adenina que produceﬁ la
inactivacién de la nitrato reductasa (41). Sin embargo, no
se habfa hecho hasta ahora una medida experimental del po-
sible cambio de los niveles intracelulares de dichos meta-
bolitos, en respuesta a los tratamientos de inactivacidn
in vivo de la nitrato reductasa antes mencionados, que sin
lugar a dudas, consolidaria el mecanismo de inactivaci6n

in vivo de la nitrato reductasa de algas verdes propuesto.

Por otro lado, Vennesland y col. han estudiado la

inactivacién reversible de la nitrato reductasa de Chlore-
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lla vulgaris, tanto in vivo como in vitro. Al igual que en

Chlorella fusca, la adicién de amonio a células creciendo

a la luz con CO2 y nitrato origina la inactivacién del en-
zima, que posteriormente ellos identificaron como un com -
plejo del enzima reducido con cianuro (19,37, 77,79). Este
grupo propone por tanto, un sistema deAregulacién metab61li
ca de la nitrato reductasa basado en la inactivacidn rever

sibie por cianuro del enzima reducido (37).

Es interesante seflalar aqui que Vega y col. (95)
mostraron que el cianuro, a bajas concentraciones inactiva
in vitro eficazmente a la mitad terminal del complejo NADH-

nitrato reductasa de Chlorella fusca, cuando el enzima se

haya reducido por NADH, su donador fisiol6gico de electro-
nes. La inhibicién ﬁo se elimina al dializar la prepara -
cién tratada. Sin embargo, la actividad original de la ni-
-trato reductasa se recupera casi completamente y de forma

instantinea al oxidar el enzima inactivo con ferricianuro,

A la luz de estas hip6tesis discrepantes nos plantea
mos un estudio a fondo acerca del mecanismo de inactivacién

in vivo de la nitrato reductasa del alga verde Chlorella fus-.

ca. Los resultados que se presentan en este trabajo suponen

una importante contribucidén al conocimiento del mecanismo de
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interconversidn del complejo NADH-nitrato reductasa de

Chlorella fusca, y pueden resumirse en tres puntos:

1. Un estudio detallado de las condiciones bajo las que el
ADP ejerce su efecto potenciador en la inactivacibn

in vitro de la nitrato reductasa.

2. Medida del nivel intracelular de piridin-nucleétidos re-
ducidos y nucleétidos descargados de adenina que mues-
tran, de una manera directa, que cuando la nitrato reduc-

tasa de Chlorella fusca se inactiva por adicién de amonio

o metilamina a células creciendo en la luz con nitrato,
los niveles intracelulares de NADH y NADPH suben, mientras
que baja sensiblemente la carga energética celular. Estos
datos suponen una evidencia experimental decisiva que
indica qﬁe la hip6tesis acerca del mecanismo de inactiva-
cién de la nitrato reductasa propuesta por el grupo de
Sevilla puede presentar una validez méds significativa que

aquella propuesta por el grupo de Berlin.

3. Por primera vez se muestra que el oxfgeno juega un papel
esencial en la inactivacién in vitro de la nitrato reduc-

tasa de Chlorella fusca, cuando se preincuba con NADH,

Con NADH m&s ADP, o con NADH mds cianuro. Aparehtemente
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este tipo de inactivacién del enzima estd mediada por
radicales, super6xido y peréxido, que se forman proba- .
blemente al interaccionar el enzima reducido con el oxf-
geno molecuiar. Incluimos también interesantes estudios
in vivo que sugieren que estas observaciones in vitro
puedan tener significancia fisiolégica, y que porg%anto
el oxIgeno tenga una importante funcidén en el mecanismo

de interconversién de la nitrato reductasa.

Parte de este trabajo se ha publicado en revistas
(12) o se ha presentado en forma de resumen en Congresos

Cientificos (13).



II. MATERIALES Y METODOS
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I1.1. CULTIVO DE CELULAS

I1.1.1. Organismo empleado y condiciones standard de culti-

vo

El material biol6gico utilizado en el presente

trabajo ha sido el alga verde unicelular Chlorella fusca

Shihira et Krauss (C. pyrenoidosa Chick) 211-15, obtenida

de la colecci6én Pringsheim de GOttingen (Alemania).

El medio de cultivo era esencialmente igual al
descrito por Kessler (34 ) vy contenfa los siguientes com-
puestos a las concentraciones que se indican: NOSK, 8 mM;
ClNa, 8 mM; PO4HNa2, 2 4
C12Ca, 0,1 mM; SO,Fe, 20 uM; Clen, 2,5 uM; B03H3, 8 uM;

10 mM; PO,H,K, 10 mM; SO,Mg, 1 mM;

4

SO4Zn, 0,7 uM; MoO,Na

4

,» 0,1 uM y EDTA, 34 M,

El medio de cultivo se usO sin esterilizar ya que,
al no tener fuente de carbono y emplear una gran masa de cé-
lulas como indéculo, la contaminacién era minima, como se com

probd por examen microscépico del cultivo.

Las células se cultivaron en la luz a 25°C en tu-
bos de 250 ml o bien, cuando fue necesario obtener mayor ma-

sa de cé€lulas, en frascos de Roux de 1 1, por los que se hi-



zo pasar una corriente continua de aire conteniendo un 5%
(v/v) de CO2 que servia como fuente de carbono. La ilumi-
nacién se hizo con tubos fluorescentes de luz blanca que
proporcionaban 1.200 lux en la superficie del tubo de cul

tivo.

Para la preparaci6én del indculo se partié de cé
lulas cultivadas sobre agar, o de las procedentes de ante

riores cultivos en medio liquido.

IT.2. EXTRACCION DE METABOLITOS INTRACELULARES

I1.2.1. Recogida y congelacidn de células

Una vez terminado el experimento correspondiente
y con objeto de medir metabolitcs intracelulares, las célu
las se recogieron rdpidamente y se enfriaron con nitrégeno
liquido con objeto de parar 1lo antes posible' el metabolis
mo celular. La filtraci6én de células se hizo con ayuda de
una bomba de vacio, utilizando filtros de membrana (milli-
pore, 45 py de didmetro). Inmediatamente después, las célu-
las se enfriaron con nitr6geno liquido y una vez congela -
das se pasaron a tubos de poliestireno. En todos estos pa-
sos, las algas se mantuvieron a la luz y nunca transcurrie-
ron mds de 10 seg desde que las células se empezaron a fil

trar hasta que fueron congeladas.



11.2.2. Extraccidn deida

Para la extraccién de adenin-nucle6tidos, piruva-
to, glucosa-6-fosfato y las formas oxidadas de los nucleltji
dbs de nicotinamida, los tubos conteniendo las células con-
geladas se colocaron en un bafio de hielo y sal a -15°C y se
les éﬁadié, previamente enfriados a la misma temperatura,

5 ml de C10,il 1 N mds 0,5 ml de Tris 1 M.por cada g de peso
fresco de células. Las muestras se mantuvieron en el bafio
durante 30 min, agitdndolas fuertemente de vez en cuando,
con objeto de que el dcido penetrara bien en la masa de cé-
lulas. En estas condiciones se destruyeron los piridin-nu—
cled6tidos reducidos (47, 48). A continuacidén las muestras
se congelaron y descongelaron dos veces y después se cen -
trifugaron a 30.000 x g durante 10 min a 4°C, eliminando
asf las particulas celulares y protefnas desnaturalizadas.
Los sobrenadantes se neutralizaron en frio hasta un pH
6,5-7,0 con 0,5 ml de KOH 10 M. Después de centrifugar a
5.000 x g, durante 5 min, se separé el C104K precipitado e
inmediatamente se analizaron en los sobrenadantes correspon-

dientes los metabolitos anteriormente citados.

11.2.3., Extraceidn alcalina

La extraccién de los nuclebtidos de nicotinamida
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en estado reducido se realizé mediaﬁte un tratamiento alca-‘
lino. Los tubos con las algas congeladas se llevaron a un
bafio con hielo y sal a -15°C, afiadiendo a cada uno de ellos
4 ml de KOH 0,1 M por g de peso freso de cé€lulas. Después
de 30 min con agitacién ocasional, se sacaron los tubos del
bafio y fueron introducidos en otro de agua a 90°C durante
90 seg. Las muestras se enfriaron rdpidamente a 0°C y  se
ajustaron hasta pH 10 aproximadamente, con 0,4 ml de
CosHK 2 M (48). Las particulas celulares Yproteinasdesnatg
ralizadas se eliminaron de las muestras por centrifugacidn a
30.000 x g durante 10 min a 4°C y a continuacifn se valora-
ron los contenidos de piridin-nucleétidos reducidos en los

sobrenadantes.

ITI.3. ENZIMAS
IT1.3.1. Preparacidn de extractos crudos

IT1.3.1.1. Recogida de células

Las algas, en fase exponencial de crecimiento , se
‘separaron del medio de cultivo, por centrifugaéidn a
13.000 x g durante 5 min. Las células se resuspendieron en
agua destilada y a continuacién se sometieron a una nueva
centrifugacién a 27.000 x g durante 10 min para eliminar

los restos del medio de cultivo.



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

1 g de peso fresco de células.

I1.3.1.2. Rotura de las células

Las células recogidas se . mezclaron con perlas de
vidrio de 0,25-0,30 mm ¢ y una soluci6én de Tris-ClH 0,05 M,
pH 7,5, 10 uM en FAD. Por cada 10 g de cé&lulas se afladie
ron 50 ml de perlas y 8 ml de tampén. ﬁna vez preparada la
pasta homogénea se someti6 a vibracién a alta velocidad a
0°C durante 6 min. La preparacién de células rotas se la-
v6 después con el tampén anteriormente indicado (70 ml por

cada 10 g de cé€lulas).

El homogenado se decanté y se centrifugé a 27.000
x g, durante 15 min y el sobrenadante constituyé el extrac-
to crudo libre de células a partir del cual se purificO la

nitrato reductasa.

Cuando se parti6é de una pequefia cantidad de célu-
las (inferior a 3 g de peso fresco) éstas se rompieron en
un mortero con aldmina, en la proporcidn aproximada de 3 g
de aldmina por cada g de célula. E1l material roto se extra
jo con tamp6n Tris-ClH 0,05 M, pH 7,5, (si el extracto cru-

do se destinaba a la purificacién, el tampén usado era 10 nM en
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FAD), en la proporcidén de 8 ml de tampén por cada g de pe-
so fresco de células. El material extrafido se centrifugé a
27.000 x g durante 15 min. El sobrenadante constituy6 el

extracto crudo para la purificacién de la nitrato reducta-

sa o la determinacién de las actividades enzimiticas.

Todas las operaciones descritas se hicieron a una

" temperatura entre 0 y 4°C,

I1.3.2. Purificacidn parcial de la nitrato reductasa

La nitrato reductasa de Chlorella fusca se ha pu-

rificado siguiendo el procedimiento ya descrito para este
alga (5, 55) con algunas modificaciones. La purificacién se
realizé a baja temperatura (4°C) e inclufa los siguientes

pasos:

1) Tratamiento con sulfato de estreptomicina: Por cada 10

ml del extracto libre de células obtenido como se indica

en el apartado anterior, se afiadi6, lentamente y con agita-
cién continua,l ml de una soluci6én de sulfato de estreptomi
cina (73 mg/ml) ajustada a pH 7,0 con NaOH 1 M. La prepara-
ci6n se mantuvo a 0°C durante 10 min con agitacién ocasio-

nal, después se centrifugé a 27.000 x g durante 15min y se
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recogid el sobrenadante.

2) Adsorcién en gel de fosfato cdlcico: A cada 5 ml del so-

brenadante anterior se le afiadi6,gota a gota y con agita -
cién ocasional,2 ml de una suspensién de gel de fosfato cal
cico de 10 mg/ml, preparado como describe Wood (102). Des -
pués de 10 min, la mezcla se centrifugé a 4.000 x g durante
5 min. Se desech6 el sobrenadante y el precipitado se resus
pendi6 con pirofosfato s6édico 0,1 M (pH 7,0), 10 uM en FAD,
afiadiendo poco a poco un volumen igual al de gel de fosfato
utilizado. Se mantuvo la suspensién durante 10 min con agi-
tacién ocasional, tras lo cual se centrifﬁgd a 27.000 x g

durante 15 min, recogiéndose el sobrenadante.

3) Ultracentrifugaci6n: E1 sobrenadante anterior se sometid,

seguidamente, a una centrifugacién a 130.000 x g, durante
120 min. Se desechd el precipitado resultante, de color ver

de oscuro.

4) Precipitaci6n con sulfato aménico: A continuaci6n se afia

di6é al sobrenadante obtenido en el paso anterior, sulfato
aménico s6lido hasta alcanzar un 50% de saturacién. La mez
cla se mantuvo 15 min con agitaci6n ocasional, y después se

centrifugé a 27.000 x g durante 15 min, redisolviéndose luec
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go el precipitado en 1-2 ml de una disolucién de tampoén

Tris-C1H 50 mM, pH 7,5, 10 uM en FAD.

Con objeto de eliminar las sales de la prepara-
cién asi obtenida, ésta se hizo pasar a travésbde una co-
lumna de Sephadex G-25 (1,8 cm ¢ x 8,0 cm de altura) equi-
librada con el tamp6én de Tris-ClH descrito anteriormente.
"Se recogieron de 2-3 ml del eluato, que contehia la nitra-
to‘reductasa libre de sales, y constituy6 la preparacidn‘
II, utilizada en algunos de los experimentos que se descri
ben mds adelante. La preparacién I se obtuvo de igual for-

ma pero omitiendo la ultracentrifugacién.

Los experimentos de inactivacién in vitro de 1la
nitrato reductasa, se hicieron con preparaciones obtenidas

el mismo dia.

11.3.3. Determinacidn de actividades enzimdticas

I1.3.3.1. Actividad NADH-nitrato reductasa

Esta actividad se determiné por dos procedimien-
tos. E1 primero consistfia en seguir espectrofotométricamen-
te la desaparicidén de NADH que acompafia estequiométricamen-

te a la reduccién de nitrato (25). En cubetas de espectro-
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fotémetro se prepararon las mezclas de reaccif6n que conte-
nian, ademds de la preparacidén enzimdtica, 100 pmoles de |
Tris-ClH, pH 7,5; 10 umoles de N03K y 0,15 umoles de NADH

en un volumen final de 1 ml. Se siguié primero la desapari
cién de NADH en ausencia de nitrato con el fin de detectar
la presencia de alguna oxidasa inespecifica; hecho esto, se
afiadié el nitrato con lo que se iniciaba la reacci6n, que .

se sigui6é a temperatura ambiente.

El otro procedimienﬁo empleado consistfa en medir
colorimétricamente el nitrito aparecido como consecuencia
de la reducci6én del nitrato (66). La reaccién se llevd a ca-
bo en tubos de ensayo de 10 ml. La mézcla de reaccién conte-
nia ademds de la preparacién enzimdtica 100 pmoles de Tris-

ClH, pH 7,5; 10 umoles de NO.K y 0,3 ﬂmoles de NADH en un

3
volumen final de 1 ml. A los 10 min de incubacién a 30°C se
detuvo la reaccién por acidificacién de la mezcla y se de -

termin6é el nitrito aparecido (76 ), segin se describe mds

adelante.

11.3.3.2. Actividad NADH-diaforasa

Se determind siguiendo espectrofotométricamente el

cambio de color que acompafia a la reduccidn del citocromo ¢ (6).
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La mezcla de reaccién contenfia, ademds de la pre-
paracién enzimdtica, 200 umoles de Tris-ClH, pH 7,5; 0,12
pmoles de citocromo ¢ y 0,3 umoles de NADH en un volumen
final de 2 ml. La reaccién se llev6 a cabo en cubetas de

espectrofotémetro a temperatura ambiente.

I11.3.3.3. Actividad FNHZ—nitrato reductasa

La segunda actividad parcial del complejo enzimd-
tico reductor del nitrato se determiné midiendo la apari -
cién de nitrito procedente del nitrato en presencia de FMN
quimicamente reducido con SZO4Na2 (65). La mezcla de reac-
cién para la determinacidén de esta actividad inclufa, en
un volumen final de 1 ml, ademds de ia preparacién enzimi-
tica, 100 umoles de tamp6n Tris-ClH, pH 7,5; 10 umoles de
NOSK; 0,1 ﬂmoles de FMN y 0,1 ml de una solucién que conte-
nia 46 umoles de S,0,Na, y 92 umoles de COzHNa por ml. La
mezcla de reaccidén se incubé 10 min a 30°C, al cabo de este
tiempo se detuvo la reaccién agitando vigorosamente hasta
que todo el ditionito qued6 oxidado con lo que reaparecid
el color amarillo intenso del FMN, Posteriormente se deter-
miné el nitrito aparecido (76 ), como se describe mis ade-

lante.



La unidad de actividad enzimdtica NADH-nitrato re-
ductasa, NADH-diaforasa y FNHZ-nitrato reductasa se define
como la cantidad de enzima que, en las condiciones del ensa-
yo cataliza la oxidacién de 1 umol de NADH 6 la formacifn

de 1 ymol de nitrito por min.seglin los casos.

11.3.3.4, Actividad catalasa

La actividad catalasa se determiné espectrofoto-
métricamente siguiendo el cambio de absorbancia a 240 nm

que tiene lugar al incubar la preparacién enzimdtica cmifboz.

El procedimiento de ensayo estd basado en el des-
crito por Orr (60) con algunas modificaciones. La mezcla de
reacci6n contenfa, en un volumen final de 3 ml: 53 pmoles
de HZOZ en uha disoluciébn de Tris-Cl1lH 0,01 M, pH 7,0, y la
preparacidén enzimdtica. La lectura se hizo a 240 nm frente

a un blanco con todos los reactivos excepto el sustrato.

La reaccién se 1levé a cabo en cubetas de espec-
trofotémetro de 1 cm de paso de luz, a temperatura ambien-

te.

Para medir la velocidad de la reaccién se conside

ra la pendiente inicial (primeros 10 seg) y la actividad se
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expresa por el cambio de la absorbancia por min. Bajo estas
condiciones, 80 unidades de catalasa comercial produjeron,
por min, un cambio de densidad 6ptica, a 240 nm, de 1,512,

y éste fue proporcional a la cantidad de enzima afiadido.

IT.4. TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS "ANALITICOS

11.4.1. Anaerobiosis en la mezela de incubacidn

En aquellos casos en que fue necésario hacer tra
tamientos anaerdébicos, la solucién correspondiente se puso
en tubos de 1 x 4,5 cm que se cierran con tapones de goma.
El oxigeno se elimina de acuerdo con el siguiente trata -
miento: se hace el vacio durante 1 min y se inyecta argén,
agitando después ligeramente durante 30 seg. El proceso se
repite unas tres veces con objeto de eliminar las trazas

de oxigeno,

11.4.2. Eliminacidn de las <impurezas del NADP® comercial

Con este fin se utilizé el método descrito por
Guerrero y col. (74) para la separacidén de piridin-nucled

tidos y nitrito.
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Se empled péra ello una columna de DEAE-celulosa
de 1,1 cm ¢ y 9,0 cm de altura equilibrada con Tris-ClH,
pH 8,0, sobre la que se absorbié una solucién concentrada
de NADP' comercial. Posteriormente, el contenido de la co-
lumna se lav6 varias veces con el mismo tamp6én, y a conti-
nuacién el NADP' fue eluido con Tris-ClH 100 mM, pH 8,0,
50 mM en CINa. Se obtuvo asf el NADP' libre de productos
contaminantes, éspecialmente de nitrato, que podian en-
mascarar la accién del NADP' en los experimentos en que

fué utilizado.

La presencia de NADP" én las fracciones recogi-
das se detectd midiendo su absorbancia a 260 nm, conservan-
do sdlo las de mayor contenido. Puesto que los piridin-nu-
cle6tidos oxidados son mds estables 'a pH bajo. las solucio
nes de NADP' se ajustaron con ClH diluido, hasta pH 4,0.
Se determin6é entonces las concentraciones de las soluciones

y se mantuvieron a -20°C hasta el momento de utilizarlas.

11.4.3. Determinacidn de metabolitos

IT.4.3.1. Determinacién de adenin-nucleétidos, glucosa-6-

fosfato y piruvato

Los niveles de ATP, ADP, AMP, glucosa-6-fosfato
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y piruvato se determinaron espectrofotometricamente segin

métodos enzimdticos previamente descritos (1,35).

Glucosa-6-fosfato y ATP se determinaron sucesiva-
mente en la misma mezcla de reaccién, que inclufa en unHvo-
lumen final de 2 ml: 200 umoles de tamp6n clorhidrato de
trietanolamina, pH 7,6; 1 umol DTE; 4 umoles de Cleg;

5 umoles de glucoéa; 1 umol de NADP" y una alicuota del ex-
trécto dcido. Las reacciones que tienen lugar son las si -

guientes:

HK, Mg?*
e £

. glucosa + ATP glucosa-6-P + ADP (1)

glucosa-6-P + NADP+ G6P-DH

6-fosfogluconato + NADPH (2)
La glucosa-6-fosfato se determiné por adicién a 1la
mezcla de reaccién de 10 w1l (7,0 unidades) de glucosa-6-fos-
fato deshidrogenasa (G6P-DH) midiendo el incremento neto de
‘densidad 6ptica a 340 nm, el cual es directamente proporcio-
nal a la cantidad de ghumsa—64>como‘se indica en la reaccién
(2). Una vez conclufda la reacci6n anterior, se determind el
ATP presente en el extracto dcido,por adicifén a la misma mez
cla de reacci6én de 10 H1l (4,2 unidades) de hexoquinasa (HK),
midiendo el nuevo incremento en la absorcién a 340 nm que tu

vo lugar como consecuencia de las reacciones (1) y (2).



Las determinaciones de piruvato, ADP y AMP se hi
cieron sucesivamente en la misma mezcla de reaccifn que in-
clufa en un volumen final de 2 ml: 200 umoles de tampén |
clorhidrato de trietanolamina, pH 7,6; 1,0 umol de DTE; 4
umoles de Cleg; 200 umoles de C1KX; 2 umoles de EDTA; 4 umo
les de fosfoenolpiruvato (PEP); 0,1 uymol de ATP; 0,3 umoles
de NADH y una alfcuota del extracto dcido. Las reacciones
que tienen lugar son las siguientes:

2+ '
amMp + aTp MK, Mg _ o app (3)

PK, Mg?', K

+

2 ADP + 2 PEP =2 ATP + 2 piruvato (4)

2 piruvato + 2 NADH —2PH 2 1actato + 2 NAD®  (5)

El piruvato se determind por adicién a la mezclak
de reaccidén de 20 ul (5,0 unidades) de lidctico deshidroge-
nasa (LDH) midiendo la disminucidén neta de densidad 6ptica
a 340 nm que es'proporcionai a la cantidad de piruvato se-
gin se indica en la reaccidén (5). Una vez términada la
reaccibn anterior (se estabiliza la absorcidn a 340 nm de
la mezcla de reaccién), se determina la concentracién de
ADP por adici6n a la misma mezcla de reaccidn de 5 ul (12
unidades) de piruvato-quinasa (PK),y medimos de nuevo la

disminucién global de la absorcidén a 340 nm que tiene lugar



como consecuencia de las reacciones (4) y (5). Cuando se
terminan estas reacciones, se determina la concentracién
de AMP por adici6én a la misma mezcla de reaccidn de 20 ul
(4,5 unidades) de mioquinasa (MK), midiendo de nuevo la
disminucién global de la densidad 6ptica a 340 nm que se
produce como consecuencia de las reacciones (3), (4) y (5)

que tienen lugar en la mezcla de reaccifn.

En todos los casos, las lecturas de absorbancia
se hicieron a temperatura ambiente frente a un blanco que
contenfa todos los reactivos excepto la alfcuota de extrac-

to ‘dcido.

II1.4.3.2. Determinacién de piridin-nucleétidos

Los piridin-nucle6tidos reducidos (NADH o NADPH)
se determinaron en el extracto alcalino por una reaccién

'cic1ica de 6xido-reduccién (75),

E1 NADH reduce quimicamente al 2,6-diclorofenol-
indofenol oxidado (DPIPOX), en presencia de fenazina meta-
sulfato (PMS). Por otra parte, el NAD" que se forma duran-
te la reacci6n quimica, pasa inmediatamente a NADH por la

accién del sistema, etanol-alcohol deshidrogenasa (ADH},
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de forma que la concentraci6én de NADH puederconsiderarse
practicamente constante durante la reaccién, la cual pue-
de seguirse espectrofotométricamente a 600 nm por desapa-
ricién del color azul caracterfstico del DPIP_ , ya que éste -
se estd reduciendo. La velocidad de reduccidén del DPIPOX
es directamente proporcional a la cantidad de NADH en 1la
mezcla de reaccién. Las reacciones estan acopladas de la

siguiente forma:

Etanol ( ) ) (DPIP
Acetaldehido NADH <:PMS ed DPIP ed

La mezcla de reaccidén en este caso incluye: en
un volumen final de é ml: 200 umoles de tampén glicil-gli-
cina, pH 9,0; 425 umoles de etanol; 1 umol de fenazina me-
tasulfato; 0,2 ﬁmoles de DPIPOX y una alicuota. del extrac-
to alcalino. La reaccién se comienza por adicién de 25 M1

(16,0 unidades) de alcohol deshidrogenasa.

Esta reaccién se realiza primero en ausencia de
extracto alcalino y con cantidades conocidas de NADH con
objeto de hacer una recta de calibrado, relacionando con-

centracién de NADH por un lado con velocidad de reduccitn



del DPIPOX por otro (AD.O. a 600 nm/min). Posteriormente
se realiza con el extracto alcalino (solucién problema) y
a partir del AD.O. a 600 nm se calcula, con ayuda de la

recta de calibrado, la concentracién de NADH.

E1l NADPH se mide exactamente igual que el NADH,
excepto que la reaccién se lleva a cabo en tampdn Tris-
ClH, pH 8,0 (200 umoles) y se omite en la mezcla de reac-
cién el sistema etanol-alcohol deshidrogenasa, incluyendo\
en su lugar el sistema glucosa-6-fosfato (5 nmoles)—glucg,'

sa-6-fosfato deshidrogenasa (14 unidades en 10 ul).

. \ +
: G-6-P NADP PMSox DPIPOx
G6P-DH
A6-P-g1uconato NADPH PMSred DIPred

csar . . + +

Los piridin-nucleétidos oxidados (NAD y NADP )
se midieron segln el mismo método utilizado para medir sus
formas reducidas correspondientes,excepto que en estos ca-

sos se utilizé siempre el extracto 4dcido.

Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura

ambiente frente a un blanco con 0,15 pmoles de]IHPox en 2 ml

de tampdn. En ningdn caso se observd. interferencia alguna por
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parte del correspondiente extracto utilizado.

11.4.4. Medida del crecimiento celular

Se obtuvo determinando la absorbancia a 660 nm de
alicuotas tomadas de los cultivos, 4iluidas convenientemen-

te cuando la densidad 6ptica era superior a 1,5.

11.4.5. Determinacidn de nitrito

El nitrito se determiné por la reacci6n de diazo-
tacién de Griess-Ilosway, segtn el método de Snell y Snell

(76).

‘A la alfcuota en la que se desea determinar la canti
dad de nitrito se le afiade 1 ml de reactivo de sulfanilami-
da y 1 ml de reactivo de N(-naftil)etilendiamina. La mezcla
anterior se completa con agua hasta 5 ml y se deja desarro-
llar el color durante 10 min, a temperatura ambiente, antes
de la lectura en el fotocolorimetro. Se empled una recta de
calibrado construida con cantidades crecientes de nitrito

tratadas en las mismas condiciones descritas.

I1.4.6. Determinacidn de protetna

Para la determinacién de la cantidad de proteina



se siguié el método de Lowry (49), utilizando seroalbidmi-

na como protefina patroén.

I11.4.7. Determinaciones espectrofotométricas

Los coeficientes de extincién molar empleados fueron:

para NADH y NADPH (340 nm) 6,2 x 10°

, para el citocromo C
reducido (550 nm) 28 x 103 y para el NADP" (260 nm)

18 x 107,

Los productos coloreados que se forman cuando se
valora el nitrito o la proteina se midieron a 540 y 500 nm

respectivamente.

II.5. REACTIVOS Y APARATOS
11.5.1. Procedencia de los reactivos empleados

Los piridin—nucléétidos, flavin-nucleftidos, ade
nin-nucle6tidos, fosfoenolpiruvato, glucosa-6-fosfato, fe-
nazina metasulfato y los enzimas alcohol deshidrogenasa,

- lactato deshidrogenasa, piruvato -quinasa, mioquinasa, hexoqui-
nasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, catalasa y superG-
xido dismutasa, asf como el Tris y la DEAE-celulosa se ad-

quirieron a SIGMA, St. Louis, USA.
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El cianuro y ferricianuro potidsicos, sulfato améf
nico, clorhidrato de metilamina, diclorofenol-indofenol y
per6xido de hidr6geno se obtuvieron de MERCK, Darmsdat, Ale
mania; el Sephadex G-25 de PHARMACIA, Upsala, Suecia, y
el sulfato de estreptomicina de la Cia. Espafiola de Penici-

lina.

Para la rotura ae células se emple6 perlas de vi-
drio de B. BRAUN, Melsungen, Apparatebau, Alemania; 6 bien ald
mhu1deg§ado bacteri6logico de ALCOA, Arkansas, USA. El res-
to de los productos empleados se adquirieron a las firmas
SIGMA, SERVA, MERCK y CARLO ERBA, siendo todos ellos de

grado analitico.

En la preparacién de las disoluciones y medios
de cultivo asi como para lavar el material de laboratorio

se utiliz6é agua destilada.

El CO2 empleado en el cultivo de células fue su-
ministrado por Coromina Industrial, Sevilla y el nitrége-
no liquido por el Departamento de Quimica Inorgédnica de

la Facultad de Ciencias de Sevilla.
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I1.5.2. Aparatos utilizados

Para la recogida de células por filtraci6n, y en
el proceso de obtencién de soluciones anaerdbicas se utili
z6 una bomba de vacio tipo BS 2406-G adquirida a GEC MACHI

NES LTD., U.K.

Las preincubaciones en anaerobiosis se realiza -
ron en tubos de 2 ml de volumen aproximadamente, provistos
de tapdén de goma hermético, suministrados por la firma

BECTON, DICKINSON and Co.,Rutherford, New Jersey, USA.

La rotura de células por vibracifn se realizé en

un aparato Blthler modelo Vi 2.

Para las centrifugaciones se empled una centri-
fuga SORVALL RC 2-B refrigerada o una ultracentrifuga

Beckman Spinco, modelo L2-50B.

Las determinaciones espectrofotométricas se hi-
cieron en un PYE-UNICAM SP 1800 con registro automdtico,
las medidas colorimétricas en la zona visible en un Spec-

tronic 700 de Bausch and Lomb.
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Para la medida del pH se utilizé un aparato de es-

cala expandida Methrom-Herisau, Modelo E-152Z.

Cuando fue necesario una agitaci6n vigorosa de las
preparaciones, se empleé un vibrador de alta velocidad Super-

Mixer, suministrado por Lab-Line Instruments, USA.

El agua destilada se obtuvo con un destilador DRA,
El aire empleado en el cultivo de las cé&lulas en medio liqui
do, fue impulsado.por una bomba de membrana de la firma Reci

protor, Dinamarca.



III. RESULTADOS
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III.1. REGULACION DEL COMPLEJO ENZIMATICO NADH-NITRATO RE-

DUCTASA DE Chlorella fusca

111.1.1. Inactivaeidn in vivo de la nitrato reductasa de

Chlorella fusca

La Tabla I muestra la inactivacién in vivo de
las actividades nitrato reductasas (i.e. NADH-nitrato Te-
ductasa y FNH2~nitrato reductasa) del complejo enzimdtico
NADH-nitrato reductasa de Chlorella por adicién a un cul-
tivo de células, creciendo logaritmicamente en un medio
con nitrato,de amonio —producto final del sistema redﬁc -
tor de nitrato de este alga- y también conocido desaco -
plante de la fosforilacidn acoplada al flujo no cicli
co de electrones del aparato fotosintético, o bien por
adicién a dicho cultivo de arseniato o metilamina -desaco
plantes de la fotofosforilacién y compuestos no metaboli-
zables por las células de Chlorella-. En todos los casos,
la actividad de la mitad inicial del complejo (i.e.,
NADH-diaforasa) permanece priacticamente inalterada. Este
singular efecto inactivante que radica en la segunda mi-
tad del complejo enzimdtico NADH-nitrato reductasa, no
tiene lugar en presencia de menadiona (vitamina K3) que
actua como aceptor del poder reductor fabricado durante

el proceso fotosintético (41),



TABLA 1

REGULACION in vivo DE LA ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA DE Chlorella fusca’POR

DISTINTOS TRATAMIENTOS

Actividades especificas relativas

Tratamiento ‘
NADH-NORasa FNHZ-NOBRasa NADH-diaforasa

Control ‘ 100 100 100

mis amoniaco 18 20 92

mids amoniaco + menadiona 145 120 | 97

mds arseniato 25 14 71

mds arseniato + menadiona 106 91 81

mds metilamina 18 15 110

mds metilamina + oscuridad 100 110 84

52 85

I~
—

menos aire

Las condiciones experimentales utilizadas en cada caso estan especi-
ficadas en el trabajo: PROPIEDADES REGULADORAS DE LA NITRATO REDUCTASA DEL
ALGA Chlorella. J.M. Maldonado, M.C. Pueyo y A. Chaparro. Rev. Real Acad.
Cien. Madrid, 68, 633 (1974).
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Por otra parte es interesante resaltar aqufi la
reversibilidad de este proceso ya que la nitrato reductasa
inactivada por cualquiera de los tratamientos indicados en
la Tabla I podia reactivarse de forma priacticamente comple
ta: in vivo,por simple eliminacién del agente inactivante
del medio de cultivo; e in vitro, tratando el enzima inac-
tivo con pequefias cantidades de ferricianuro, que reoxida

la proteina.

La proteccién por menadiona contra la inactiva-
cién in vivo y la reactivacién in vitro por la accién del
ferricianuro sugieren la esencialidad del poder reductor pa

ra mantener inactiva la nitrato reductasa.

111.1.2. Inactivacidn in vitro de la nitrato reductasa de

Chlorella fusca

La Tabla Il muestra una recopilacién de los dis-
tintos tratamientos que in vitro conducen a la inactivacién
de la actividad terminal del complejo NADH-nitrato reductasa
(i.e. FNH,-nitrato reductasa) y consecuentemente de la acti-
vidad total del mencionado complejo (i.e. NADH-nitrato reduc
tasa), permaneciendo pricticamente inalterada la actividad

inicial (NADil-diaforasa).



TABLA II

INACTIVACION in vitro DE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella fusca POR
DISTINTOS TRATAMIENTOS

Actividades especificas relativas

Tratamiento
NADH-NOSRasa FNHZ-NosRasa NADH-diaforasa

Enzima 100 100 100

Enz + NADH 60 66 104

Enz + NADH + ADP 16 20 ' 94

Enz + NADH + CN~ 7 10 90

Enz + NADPH 53 52 : 97

Enz + NADPH + ADP 51 47 98

Enz +

NADPH + CN~ 20 15 93

Esta tabla sumariza los distintos tratamientos que inactivan
in vitro la nitrato reductasa de Chlorella fusca. Las condiciones ex
perimentales utilizadas y los controles que obviamente faltan por in
corporar en la Tabla (con objeto de que ésta sea lo mids clara posi -
ble) estén descritos indistintamente en los siguientes trabajos:

- MECANISMO DE ACCION Y REGULACION DEL COMPLEJO ENZIMATICO NADH-NITRA
TO REDUCTASA DE Chlorella, J.M. Vega. Tesis Doctoral, Sevilla (1972).

- REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL COMPLEJO NADH-NITRATO REDUCTASA DE
Chlorella fusca. J.M. Maldonado. Tesis Doctoral, Sevilla (1974).
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Todos los tratamientos indicados en la Tabla II
requieren bdsicamente poder reductor,ya sea NADH, donador
fisiol6gico de electrones del enzima, o NADPH, que no d4

electrones al enzima de Chlorella fusca para la reduccién

de nitrato.

Es interesante destacar en esta Tabla que el cia
nuro,conocido agente quelante de metales, especialmente de
hierro o molibdeno -componentes metdlicos de 1la proteina-k
coopera eficazmente con el reductor, independientemente de

su naturaleza,en la inactivaci6én de la nitrato reductasa.

Sin embargo el ADP, forma descargada junto con
el AMP.de los adenin-nucledtidos,coopera especificamente
con el NADH, y no con el NADPH, en la inactivacidén in vitro

de la nitrato reductasa.

En todos los casos aqui resefiados,la nitrato re-
ductasa inactiva podfa reactivarse completamente in vitro

por adicién de una pequefla cantidad de ferricianuro.



111.1.3. Cinética de la inactivacidén de la nitrato reductasa

de Chlorella fusca por incubacidn con NAD(P)H

La figura 1 muestra los resultados obtenidos al

preincubar la nitrato reductasa de Chlorella -fusca con NADH

- (parte superior) o NADPH (parte inferior) a concentraciones

crecientes.

‘Una concentraci6n de 0,1 mM del piridin-nucleétido
reducido en 1la mezcia de incubacién es practicamente satu -
rante en su efecto inactivante del enzima, sin embargo cuan
db se utilizan concentraciones inferidres, los resultados
‘de la figura 1 indican que el NADH es mis efectivo que el
NADPH en su efecto inactivante sobre la nitrato reductasa,
ya que a una concentracién final de 10 pM,la‘inactivacidn
alcanzada al final del experimento fue de un 70% cuaﬁdo se
utilizé NADH y de un 20% aproximadamente cuando se utilizé

NADPH como agente inactivante.

I11.1.4. Efecto del NADP' y nitrato en la inactivacidn de

la nitrato reductasa de Chlorella fusca por prein-

cubacidén del enzima con piridin-nucledtidos redu-

didos

La Tabla III muestra que el nitrato a baja con-
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Fig. 1. Cinética de la inactivacidén de la nitrato reducta-
sa de Chlorella fusca por preincubacidn con piridin-nucled
tidos reducidos. Nitrato reductasa parcialmente purificada
(preparaci6én I, ver Métodos, 0,83 mg de proteina) se prein
‘cub6 a 0°C, en un volumen f1na1 de 1 ml con 100 umoles de
tampén Tris-ClH, pH 7,5, y los piridin-nucle6tidos a las
concentraciones indicadas. La actividad enzimdtica se mi -
dié por adicién de 0,1 ml de cada mezcla de incubacién a
los reactivos del ensayo. 100% de actividad: 4,9 nanomoles
de nitrito formados por min. :




TABLA ITII

EFECTO DEL NADP® Y BAJAS CONCENTRACIONES DE NITRATO SOBRE
LA INACTIVACION in vitro DE LA NADH-NITRATO REDUCTASA DE
Chlorella fusca POR PIRIDIN-NUCLEOTIDOS REDUCIDOS

(%)
Enzima ‘ , 100
Enz + NADH 14
Enz + NADH + NADP" | 8
Enz + NADH + NO 58
Enz + NADPH 11
Enz + NADPH + NADP® 15
Enz + NADPH + NO; 75

Nitrato reductasa parcialmente purificada (prepa
racién I, ver Métodos, 0,6 mg de protefna) se preincubdé -
en un volumen final de 1 ml con 175 umoles de tampén Tris-
ClH, pH 7,5: y donde se indica 0,1 umoles de NADH; 0,1
umoles de NADPH; 1 umol de NADP* y 45 nanomoles de NO.K.
Después de 90 min de incubacién a 0°C, la actividad efzi-
mitica se midi6é por adicién de 0,1 ml de cada mezcla de
incubacién a los reactivos del ensayo. 100% de actividad:
8,25 nanomoles de NADH oxidados por min.
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Centrécidn, protege eficazmente a la nitrato reductasa con-
tra la inactivacién por preincubacidn con piridin—nutleéti-
do reducido. Las formas oxidadas de los piridin-nucledétidos
como se muestra en esta tabla para el caso del NADPt no
ejercen efecto protector élguno, contrariamente a lo.ya pu-
blicado para otras nitrato reductasas(27). Es interesante
resaltar aqui,que cuando se utiliz6 NADP" para este tipo de
experimento dié positivo inicialmente el efecto protector,
debido a que dicho producto, adquirido en forma sé6lida de
la casa Sigma,contiene un 4,5% en peso aproximadamente de
nitrato como impureza, la cual era responsable de esa pro -
teccibn, ya que una solucién de NADP" previamente purifica-
da por cromatografia de cambio i6nico en DEAE-celulosa se
utilizé en los experimentos de la Tabla III, con resultados

claramente negativos.

En la mezcla que contiene NADd y nitrato, se forma
nitrito a lo largo de la preincubacién, no ocurriendo asi en

la que se usa NADPH y nitrato.

I11.1.5. Inactivacidn de la nitratq reductasa de Chlorella

usca por preincubacidn con NADH y ADP

En la Tabla II se ha mostrado que el ADP coopera

especificamente con el NADHd en la inactivacién in vitro de
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la nitrato reductasa de Chlorella fusca. Los experimentos
que a continuacién detallamos, van encaminados a una carac-
terizacidén exhaustiva de las condiciones bajo las que esta

cooperacién es &ptima.

En primer lugar, 105 resultados de las Tablas IV
y V muestran que se requiere la presencia de iones inorgd
nicos GHNaC)(leg) en la mezcla de incubacién para alcan -
zar una efectiva inactivacidér del enzima por NADH y ADP.
En las condiciones experimentales empleadas,el incremento~
de la fuerza id6nica del medio, provocado por la adicibn de
cualquiera de las sales, posibilita la interaccién del ADP
con la proteina cuando se encuentra presente el NADH. Porr
otra pafte, como se aprecia en la Tabla IV, el cloruro mag
nésico no posee ningln efecto adicional sobre la actividad
del enzima en ausencia o presencia del piridin-nucléétido
reducido, y aunque no se recoge en esta tabla, la adicién
de ADP y cloruro magnésico al enzima no provoca efecto
inactivante alguno sobre su actividad si no estd presente
el piridin-nucleétido reducido. Similares resultados se ob-
tienen al reemplazar el cloruro magnésico por clorﬁro s6di-
co a la misma concentracién (10 mM). Dicha concentracién se

encuentra dentro del rango fisioldégico. para 1los iones



TABLA IV

EFECTO DEL CLORURO MAGNESICO EN LA INACTIVACION DE LA
NITRATO REDUCTASA DE Chlorella fusca POR

PREINCUBACION CON NADH Y ADP

NADH-nitrato reductasa

Mezcla de incubacién (%)
Enzima 100
Enz + Cleg : 100
Enz + NADH 43 .
Enz + NADH + Cl,Mg 40
Enz + NADH + ADP | 47
Enz + NADH + ADP + C1,Mg 24

Nitrato reductasa parcialmente purificada
(preparacién I, ver Métodos, 0,5 mg de proteina) se
preincubd en un volumen final de 1 ml con 200 umoles
de tampén Tris-ClH,pH 7,5; y donde se indica 10 umo-
les de ClpMg; 0,1 pmol de NADH y 0,1 umol de ADP. Al
cabo de 40 min a 0°C, la actividad enzimitica se mi-
didé por adicidén de 0,1 ml de cada mezcla de incubacién
a los reactivos del ensayo. 100% de actividad: 6,3 na-
nomoles de nitrito formados por min.



TABLA V

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CLORURO SODICO SOBRE LA
INACTIVACION in vitro DE LA NITRATO REDUCTASA DE
Chlorella fusca POR NADH Y ADP

NADH-nitrato reductasa

Mezcla de incubacién (%)
Enzima 100
Enz + NADH 56
Enz + NADH + ADP 56
Enz +.NADH + ADP + ClNa 12

Nitrato reductasa parcialmente purificada
(preparacidén I, ver Métodos, 0,53 mg de proteina) se
preincubd en un volumen final de 0,5 ml con 50 umoles
de Tris-Cl1H, pH 7,5; y donde se indica 0,15 umoles de
- NADH; 0,15 umoles de ADP y 5 umoles de ClNa. Al cabo
de 60 min a 0°C, la actividad enzimitica se midid por
adicidén de 0,1 ml de cada mezcla de incubacidn a los
reactivos del ensayo. 100% de actividad: 7,9 nanomo-
les de NADH oxidados por min.
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Na® y Mgz+ ( 84 ). Cuando la concentracién de ambas sales
en la mezcla de incubacién fue diez veces inferior, 1 mM,

no tuvo lugar una cooperacién efectiva entre el NADH y el

ADP, en la inactivacién de la nitrato reductasa de Chlore-

1la fusca (resultados no mostrados).

También se ha estudiado la influencia del pH, en
una zona comprendida entre 6,5-8,5,en la inactivacion de
la mitad terminal del complejo NADH-nitrato reductasa de

Chlorella fusca por preincubacién con NADH y ADP. La Ta-

bla VI muestra que la inactivacién del enzima ocurre espe-
cialmente a pH alto. En la zona de pH utilizada para estos
experimentos,no se observSé efecto alguno sobre la activi -
dad nitrato reductasa, a no ser que se afiadieran el NADH

y ADP. La Tabla VI también nos revela que la naturaleza

del tampén utilizado es otro factor a tener encuenta ya que
la inacti&acidn de la nitrato reductasa por NADH y ADP no
tenia lugar en tampén de fosfato potdsico, pH 7,5,siendo

del 40% si el tamp6n utilizado era Tris-Cld, pH 7,5.



TABLA VI

EFECTO DEL pH SOBRE LA INACTIVACION in vitro DE LA NITRATO

REDUCTASA DE Chlorella fusca POR NADH Y ADP

NADH-nitrato reductasa

Tampdn pH (%)

Fosfato potéasico 6,5 100

" " 7,0 100

" " 7,5 100

Tris-C1H 7,5 60
" " 8,0 43,5

oo 8,5 20

Nitrato reductasa parcialmente purificada (prepara-
cién I, ver Métodos, 2,4 mg de proteina) se preincubdé en un
volumen final de 1 ml con 10 umoles de Cleg; 0,1 uymol de
NADH; 0,1 umol de ADP y 100 umoles de tampdén. Después de dos
horas y media de incubacién a 0°C, la actividad enzimidtica
se determind por adicidén de 0,1 ml de la correspondiente mez-
cla de incubacién a los reactivos del ensayo. Las activida-
des enzimidticas estdn expresadas como tantos por ciento del
control sin los nuclebétidos al correspondiente pH. 100% de
actividad: 6,4 nanomoles de NADH oxidados por min.
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I111.1.6. Efecto de la concentracidén de ADP sobre la tnacti-

vacidn de la nitrato reductasa de Chlorella fusca.

por preincubacidén con NADH y ADP en presencia de

eloruro magnésico

Los resultados recogidos en la Figura 2 muestran

que la cooperacidén entre NADH y ADP para inactivar la nitra

to reductasa de Chlorella fusca es mdxima,cuando la concen-
tracién -de ADP utilizada fue equimolecular con la de NADH
(0,3 mM). A concentraciones mds alta (1 y 3 mM) el ADP no

afectd a la actividad enzimdtica.

Por dltimo se estudié la cinética de inactivacién
del enzima por preincubacién con NADH y ADP, a concen -
tracién variable pero siempre equimoleculares., Los resulta-
dos presentados en la Figura 3, muestran que cuando ambos
nucledtidos se encontraban a una concentracién final 0,1 mM
cada uno, la inactivacién del enzima era prédcticamente to -
tal a los 20 min de incubacién. El efecto cooperétivo entre
NADH y ADP, a concentracién 10 uM cada nucle6tido, tam -
bién aparece claramente en la Figura 3, aunque el tiempo re
querido para inactivar la nitrato reductasa es l6gicamente |

algo mayor.



NADH-NITRATO REDUCTASA

(Actividad Relativa)
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Fig. 2. Efecto de la concentracidn de ADP sobre la inac-
tivacidn in vitro de la nitrato reductasa de Chlorella
fusca por NADH y ADP. Nitrato reductasa parcialmente pu-
rificada (preparacién I, ver Métodos, 1,56 mg de protei-
na) se preincubé a 0°C, durante 150 min, en un volumen
final de 1,5 ml con 150 uymoles de tampén Tris-ClH, pH
8,0; 15 umoles de Cl,Mg; 0,45 umoles de NADH;y ADP a las
concentraciones indicadas. La actividad enzimdtica se mi
di6é por adicién de 0,1 ml de cada mezcla de incubacién a
los reactivos del ensayo y estdn expresadas como tantos
por ciento del control sin los nucle6tidos. 100% de acti
vidad: 12,7 nanomoles de NADH oxidados por min.



100

<
b
- J
g’\ 75
o2
ws
xeo
[}
ox
-
<3 50 1
24
-2
=3
P
R
Ig
Dv
<L
b4

N
(3]

TIEMPO (min)

4

Fig. 3. Cinética de inactivacidn de la nitrato reductasa
de Chlorella fusca por incubacidn con NADH y ADP. Nitra-
to reductasa parcialmente purificada (preparacidén I, ver
Métodos, 0,5 mg de proteina) se preincubé a 0°C, en un
volumen final de 1 ml con 2090 umoles de tamp6n Tris-ClH,
pH 7,5; 10 umoles de Cleg y con las cantidades de nu -
cledtidos que a continudcién se indican: ninguno (0O);
0,01 Umol de NADH (0 ); 0,1 umol de NADH (Aa); 0,01 umol
de NADH mis 0,01 ymol de ADP (@); 0,1 umol de NADH més
0,1 uymol de ADP (A ). La actividad enzimidtica se midi6
por adicién de 0,1 ml de cada mezcla de incubaci6n a los

reactivos del ensayo. 100% de actividad: 6,4 nanomoles
de nitrito formados por min.
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La inactivacién de la nitrato reductasa aqui presen-
tada radica en la parte terminal del enzima, ya que la acti
vidad NADH-diaforasa del complejo enzimdtico no se afectaba
significativamente, en ningidn caso, bajo las condiciones ex
perimentales utilizadas. Por otra parte, el caridcter rever-
sible de dichas inactivacibnes se puso de manifiesto porque
éada preparacién'enziméfica recuperaba su actividad inicial

al tratarla con ferricianuro.
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I11.2. CORRELACION ENTRE LA REGULACION DE LA NITRATO RE-
DUCTASA DE Chlorella fusca Y LOS NIVELES INTRACE-

LULARES DE PIRIDIN-NUCLEOTIDOS REDUCIDOS Y ADENIN-
NUCLEOTIDOS DESCARGADOS

111.2.1. Medida de los niveles intracelulares de piridin-

nucledtidos y adenin-nucledtidos

Los piridin-nucledtidos oxidados (NAD+ y NADP+)
y los adenin-nucledtidos (AMP, ADP y ATP) se midieron lue-
go de una extraccién dcida de las células segilin se ha indi

cado en el apartado Materiales y Métodos.

Los piridin-nucledtidos reducidos (NADH y NADPH)
se midieron luego de una extraccidén alcalina de las célu-
las bajo las condiciones indicadas en el apartado Materia-

les y Métodos.

ITI.2.1.1. Efecto del método usado en la preparacidn de ex-

tractos sobre el contenido en piridin-nucledtidos

Para comprobar si los niveles de piridin-nucled-
tidos intracelulares podrian afectarse por el tratamiento
previo, 4dcido o alcalino,al que se someten las células an-
tes de proceder a su determinacidn cuantitativa,se hizo el

experimento cuyos resultados se presentan en la Tabla VII.



TABLA VII

RECUPERACION DE PIRIDIN-NUCLEOTIDOS DESPUES DE LOS TRATAMIENTOS
USADOS PARA SU EXTRACCION

Tratamiento &dcido Tratamiento alcalino

NAD® . NADP" NADH NADPH
nanomoles puestos 25 _ 25 25 | 25
ADO6m)nmAMn, 0,13 0,48 0,17 0,62
nanomoles recuperados 24,50 23,50 | 25,08 24,20
% Tecuperacién 98,02 94,00 100,30 96,80

Se preparé 1 ml de tamp6n Tris-ClH, 50 mM, pH 7,5, con
teniendo las cantidades indicadas de los cuatro piridin-nucleé-
tidos. 0.5 ml de esta mezcla se trataron separadamente con &ci-
do por un lado y base por otro, seglin se indica en Materiales vy
Métodos. Posteriormente se determiné la concentracién de NAD* y
NADP* en la preparacién que se traté con dcido y la de NADH y
NADPH en aquella que se trat6 con base. Para mds detalles acer-
ga de los métodos analiticos utilizados ver Materiales y Méto -

os.
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Se prepard una mezcla con cantidades equimoleculares de
piridin-nucleétidos (NAD', NADP', NADH, NADPH) y a par-
tir de ella se hicieron dos alicuotas iguales, una se
sometidé al tratamiento dcido y otra al tratamiento alca
lino (ver Materiales y Métodos), y posteriormente se
analizaron los piridin-nucledtidos correspondientes en
cada una de las alicuotas preparadas. Los resultados de
la Tabla VII indican que la recuperaéién es buené y los
tratamientos dcidos y alcalinos de las células perfecta-
mente fiables. Un experimento similar se realizé utili-
zando sb6lo adenin-nucledtidos y se comprdbé que la recu
peracidén era también aceptable,despuéds del tratamiento

dcido correspondiente.

I11.2.2. Inactivacidén de la nitrato reductasa y efecto
en el nivel intracelular de piridin- y adenin-
nucledtidos por adicidén de metilamina a células

de Chlorella fusca

Células de Chlorella fusca se recogieron, a

partir de un cultivo con nitrato como fuente de nitrdége-
no y en fase exponencial de crecimiento, por centrifuga-
cidén a baja velocidad, y se lavaron con tampdén Tris-ClH,
50 mM, pH 7,5. Seguidamente, 2,5 g de células (peso fres-

co) se resuspendieron por cada 90 ml de medio de cultivo
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fresco que contenia nitrato (16 mM), como fuente de ni-
trdégeno y esta suspensidén concentrada de células se uti-
1iz6 para los experimentos que se describen a continua-

cién.

La Tabla VIII muestra que al tratar durante 2

h una suspensidén concentrada de células de Chlorella fus-
ca con metilamina,la nitrato reductasa se inactiva casi
completamente. Aunque no se indica en la tabla,la activi-
dad inicial de complejo NADH-nitrato reductasa (i.e. NADH-
diaforasa) permanecid alta durante el tratamiento. Parale-
lamente a la inactivacidn de la nitrato reductasa se obser
va (Tabla VIII) un incremento en el nivel intracelular de
las formas reducidas de los piridin-nucledtidos (NADH y
NADPH) y una simultdnea disminucidén de los niveles de sus

correspondientes formas oxidadas (NAD+ y NADP+).

Por otra parte, la Tabla IX muestra que la inac-
tivacién in vivo de la nitrato reductasa por accidn de la
metilamina, va también acompafiada de un incremento de las
formas descargadas de los nuclebtidos de adenina (ADP y
AMP) y una disminucidén en el nivel de ATP. En consecuencia,

estos resultados suponen una disminucidn global de la car-

ATP + 1/2 ADP
ATP + ADP + AMP

ga energética del sistema del ATP‘( ) en



TABLA VIII

EFECTO DE LA METILAMINA SOBRE LOS NIVELES DE PIRIDIN-
NUCLEOTIDOS Y DE ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA EN EL

ALGA VERDE Chlorella fusca

Control + Metilamina
NAD" | 0,98 0,45
NADH 0,28 0,40
NADP" | 0,22 0,18
NADPH 0,16 0,19
oA 0,29 0,88
D
NN 0,76 1,04
D
ﬁﬁﬁ - ﬁ‘;\ggﬁi 0,37 0,92
FNHZ-nitrato reductasa 100 8,5

(%)

Metilamina (60 mM) se afiadié a una suspensidn
concentrada de células de Chlorella fusca, en NOzK 16
mM. Al cabo de 2 h en la luz y con una corriente con-
tinua de CO, al 5% (v/v) en aire, la actividad enzimé-
tica FNHj-nitrato reductasa se determind en los corres-
pondientes extractos crudos, y se expresa como tanto
por ciento de la del control sin tratar con el desaco-
plante. Las cantidades de piridin-nuclebtidos, expresa-
das en umoles/g de peso seco de células, se determina-
ron seglin se indica en Materiales y Métodos.




TABLA IX

EFECTO DE LA METILAMINA SOBRE LOS NIVELES DE ADENIN-NUCLEOTIDOS
Y DE LA ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA EN EL ALGA VERDE

Chlorella fusca

Control + Metilamina

ATP 2,24 1,53
ADP 1,68 2,29
AMP 0,67 0,84
ATP + 1/2 ADP

ATP + ADP + AMP 0,67 0,57
Piruvato - 0,59 - 1,07
Glucosa-6-fosfato 1,10 1,83
FNHZ—nitrato reductasa 100 21

(%)

Metilamina (60 mM) se afiadi6 a una suspensidn concen-
trada de células de Chlorella fusca, en NO.K 16 mM. Al cabo de
2 h en la luz y con una corriente contfnua~de CO, al 5% (v/v)
en aire, la actividad enzimdtica FNH,-nitrato reductasa se de-
terminé en los correspondientes extractos crudos, y se expresa
como tanto por ciento de la del control sin tratar con el desa
coplante. Las cantidades de adenin-nucleétidos, piruvato y glu
cosa-6-fosfato, expresadas en umoles/g de peso seco de células,
se determinaron segln se indica en Materiales y Métodos.
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Chlorella fusca. Asimismo la Tabla IX también nos indica,
que como consecuencia de la adicidén de metilamina al medio
de cultivo,ocurre un incremento de los niveles intracelula
res de glucosa-6-fosfato, sustrato de la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, y de piruvato, producto del enzima piruvato-

guinasa,

Los resultados mostrados en las Tablas VIII y IX
son representativos de, por lo menos, 5 experimentos de es-

te tipo.

111.2.3. Inactivacidn de la nitrato reductasa y efecto en
el nivel intracelular de piridin- y adenin-nucled

tidos por adicidn de amoniaco a células de Chlore—-
lla fusca

La Tabla X muestra que al tratar durante 2 h una

suspensidn concentrada de células de Chlorella fusca (pre-

parada seglin se indica en el apartado anterior) con amonia-
co, la nitrato reductasa se inactiva notablemente.en su
actividad terminal, i.e. FNH,-nitrato reductasa,a la vez
que se observa un incremento en el nivel intracelular de
las formas reducidas de los piridin-nuclebtidos (NADH y
NADPH) mientras que decrecen equivalentemente los niveles

de sus correspondientes formas oxidadas (NAD+ y NADP+).



TABLA X

EFECTO DEL AMONIACO SOBRE LOS NIVELES DE PIRIDIN-NUCLEOTIDOS

Y DE ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA EN EL ALGA VERDE

Chlorella fusca

Control + Amoniaco
+
NAD 0,24 0,13
NADH 0,07 0,12
NADP” 0,39 0,26
NADPH 0,19 0,32
NADH 0,28 0,94
ﬁ——-——rﬁggﬂ 0,49 1,21
NADH + NADPH
100 61

FNHZ-nitrato reductasa

(%)

Las condiciones experimentales utilizadas fueron
51m11ares a las indicadas en la Tabla VIII, excepto que sul-
fato ambénico (90 mM) se utilizd como agente inactivante del
enzima, en vez de metilamina.
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La Tabla XI muestra por otra parte que la inac-
tivacidén in vivo de la nitrato reductasa, que solamente
alcanza un 25% en las condiciones experimentales indica-
das, va acompafiada de un ligero incremento en el nivel
intracelular de ADP y una notable disminucidén en el nivel
de ATP. Como se indica en la misma tabla, el nivel intra-
celular de glucosa-6-fosfato aumenta seﬁsiblemente, per-
maneciendo prédcticamente constante el nivel de piruvato.
Es interesante, sin embargo, resaltar en esta tabla que
cuando las variaciones en los niveles intracelulares de
los metabolitos resefiados no son muy grandes, tampoco se

consiguid una drdstica inactivacién del enzima.



TABLA XI

EFECTO DEL AMONIACO SOBRE LOS NIVELES DE ADENIN-NUCLEOTIDOS
Y DE ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA EN EL ALGA VERDE

Chlorella fusca

Control + Amoniaco

ATP ‘ o 1,61 0,73
ADP 1,48 1,76
AMP 0,95 0,87
ATP + 1/2 ADP | |

ATD + ADP + AMD 0,58 0,48
Piruvato 0,55 0,63
Glucosa-6-fosfato 1,39 2,43
FNHZ-nitrato reductasa 100 75

(%)

Sulfato aménico (80 mM) se afiadié a una suspensiodn
concentrada de células de Chlorella fusca, en NO.K 30 mM.
‘Al cabo de 3 h en la luz y con una corriente continua de
CO0, al 5% (v/v) en aire, se procedi6 a medir la actividad
FNH,-nitrato reductasa y el nivel intracelular de los meta
bolitos indicados segln se especifica en la Tabla IX. -
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I11.3. PAPEL DEL OXIGENO EN LA INACTIVACION DE LA NITRATO

REDUCTASA DE Chlorella fusca

I11.3.1. Observactones in VLtro

III.3.1.1. Requerimiento de oxigeno para la inactivacidn

in vitro de la nitrato reductasa de Chlorella -

fusca

La Figura 4 muestra que el oxigeno es requeri-

miento sine qua non para conseguir una completa inactiva-

cién in vitro de la actividad NADH-nitrato reductasakpor
preincubacién a 0°C de una preparacién parcialmente puri-
ficada del enzima con piridin-nucleétido reducido, ya que
si la preincubacién se realiza bajo una atmésfera inefte'
de argén, la actividad enzimdtica permanece élta, mien -

tras que si se lleva a cabo en una atmfsfera aerébica,la
inactivaci6n de 1a nitrato reductasa es superior al 95%

al final del experimento.

Similares resultados se obtienen cuando se ob-
tienen cuando se utiliza NADH mi4s cianuro como sistema

inactivante de la nitrato reductasa de Chlorella fusca

(Figura 5).
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Fig 4. Requerimiento de oxigeno para la inactivacidn

in vitro por NADH de la nitrato reductasa de Chlorella
fusca. Nitrato reductasa parcialmente purificada (pre-
parac1on IT, ver Métodos, 1 mg de proteina) en 0,9 ml

de tampdn Trls CiH, 0,1 M, pH 7,5, se puso en un tubo

de ensayo pequefio con tapén de goma y se hizo anaerdbi-
ca (ver Métodos). Posteriormente se le afiadidé 0,1 ml de
una solucidn anaerdbica de NADH 6 mM en el mismo tampdn,
con ayuda de una microjeringa Hamilton. Paralelamente se
prepard otra mezcla de incubacidén semejante, pero omi -
tiendo la anaerobiosis. Ambas soluciones se preincubaron
a 0°C y la actividad NADH-nitrato reductasa se analizé,
a los tiempos indicados, por adicién de 0,1 ml de la co-
rrespondiente mezcla de incubacidn a los reactivos del

ensayo standard. 100% de actividad: 15 nanomoles de NADH
oxidados por min.
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Fig. 5. Requerimiento de oxfgeno para la inactivacidn de
la NADH-nitrato reductasa de Chlorella fusca por preincu
baeidn con NADH y cianuro. Nitrato reductasa parcialmen-
‘te purificada (preparacién II, ver Métodos, 0,9 mg de
proteina) en 0,9 ml de tamp6én Tris-ClH, 0,1 M, pH 7,5,
conteniendo CNK, 5 uM, se puso en un tubo de ensayo pe -
quefio con tapén de goma y se hizo anaerébica (ver Méto -
dos). Posteriormente se le afiadié 0,1 ml de una solucidn
anaer6bica de NADH 6 mM en el mismo tampén, con ayuda de
una microjeringa Hamilton. Paralelamente, se preparos
otra mezcla de incubaci6én semejante, pero omitiendo la
anaerobiosis. Ambas soluciones se preincubaron a 0°C y
la actividad NADH-nitrato reductasa se analizé, a los
tiempos indicados, por adicién de 0,1 nil de la correspon
diente mezcla de incubacién a los reactivos del ensayo

standard. 100% de actividad: 13,9 nanomoles de NADH oxi-
dados por min.




ITI.3.1.2. Proteccién por catalasa o super6xido dismutasa

contra la inactivacidén in vitro de la nitrato

reductasa de Chlorella dependiente de NADH

Los resultados mostrados en la Tabla XII indi-
can que cuando catalasa o superdxido dismutasa se inclu -
yen, separadamente o juntas, allaxmnclaae preincubacién
aerébica del enzima con NADH, la nitrato reductasa se pro
tege efectivamente contra la inactivaci6én in vitro, indi-
cando la participaci6én de superéxido y/o peréxido en el

mecanismo de inactivacién del enzima.

La Figura 6 muestra estudios cinéticos de pro-
teccién contra la inactivaci6n in vitro de la nitrato re-
ductasa de Chlorella por NADH, utilizando cantidades limi
tantes de catalasa y superéxido dismutasa con objeto de
clarificar si la acci6n de estbs enzimas podria ser aditi
va. Los resultados de esta figura indican que la superdxi
do dismutasa es algo mds efectiva que la catalasa, pero
no existe una diferencia significativa cuando se protege
con superédxido dismutasa sola o en presencia de «catala-

sa.



TABLA XII

PROTECCION POR CATALASA Y SUPEROXIDO DISMUTASA CONTRA LA
INACTIVACION in vitro POR NADH DE LA NITRATO REDUCTASA

DE Chlorella fusca

Mezcla de incubacién o | NADH-nitrato reductasa
(%)
Enzima ' 100
Enz + NADH : 20
Enz + NADH + catalasa 91
Enz + NADH + super6xido dismutasa v 89
Enz + NADH + catalasa + superdxido dismutasa 87

Nitrato reductasa parcialmente purificada (prepara-
cién II, ver Métodos, 0,58 mg de proteina) se preincubé en
un volumen final de 0,5 ml con 50 umoles de tampdén Tris-ClH,
pH 7,5; y donde se indica 9,3 umoles de NADH; 15.000 unida -
des de catalasa (1,15 mg de proteina) y 15.000 unidades de
superb6xido dismutasa (5,2 mg de proteina). Al cabo de 90 min
de incubacién a 0°C, la actividad enzimdtica se mididé por adicidén
de 0,1 ml dela correspondiente mezcla de incubacién a los reac

tivos del ensayo. 100% de actividad: 13,9 nanomoles de NADH
oxidados por min.
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Fig. 6. Efecto de concentraciones limitantes de catalasa
y superdxido dismutasa sobre la cinética de inactivacidn
de la nitrato reductasa de Chlorella fusca por preincuba
cién con NADH. Nitrato reductasa parcialmente purificada
(preparaci6én II, ver Métodos, 0,42 mg de proteina) se
preincubé a 0°C con 50 umoles de tamp6n Tris-ClH, pH 7,5;
y segin se indica 0,15 pmoles de NADH; 7.500 unidades de
catalasa y 3.000 unldades de super6x1d0 dismutasa. La ac
tividad enzimdtica se midié a los tiempos indicados por
adicién de 0,05 ml de cada mezcla de incubacién a los

reactivos del ensayo, 100% de actividad: 6,5 nanomoles
de NADH oxidados por min.
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ITI.3.1.3. Proteccid6n por catalasa o super6xido dismutasa

contra la inactivaci6n in vitro por NADH y cia-

nuro de la nitrato reductasa de Chlorella

La Tabla XIII muestra que cuando catalasa o0 su
per6xido dismutasa se incluyen, separadamente o juntas,
en una mezcla aerdbica de preincubacidn-de nitrato reduc-
tasa parcialménte'purificada de Chlorella con NADH y cia-
nuro, la actividad NADH-nitrato reductasa se protege muy
eficazmente contra la inactivaci6én inducida por la presen
cia de NADH y cianuro; Los datos de esta tabla muestran
claramente que 1la suﬁeréxido dismutasa es mis eficaz en
su efecto protector que la catalasa. La cantidad de cianu
ro (1,25 nanomoles) utilizada en este experimento es evi-
dehtemente insuficiente para una posible inhibici6én de la
catalasa afiadida (2;6 ﬁmoles) o de la super6xido dismuta-
sa (74 nanomoles). Por otra parte al ser la éatalasa una
hemoproteina y la superdxido dismutasa una proteina que

contiene Zn2+ y Cu2+

podrfan proteger la actividad nitra-
to reductasa '"retirando'" el cianuro puesto .en la mezcla

de incubacién; sin embargo dada la gran afinidad que pre-
senta la nitrato reductasa reducida con NADH por el cianu

ro, incluso a muy bajas concentraciones (37), nos inclina



TABLA XIII

PROTECCION POR CATALASA Y SUPEROXIDO DISMUTASA CONTRA LA
INACTIVACION in vitro POR NADH Y CIANURO DE LA NITRATO
REDUCTASA DE Chlorella fusca

Mezcla de incubacién NADH-nitrato reductasa

(%)
Enzima ‘ : 100
Enz + NADH B 69
Enz + NADH + CN” | 11
Enz + NADH + CN~ + catalasa 50
Enz + NADH + CN* + super6xido dismutasa 100
Enz + NADH + CN + catalasa + superdxido dismutasa 82

Nitrato reductasa parcialmente purificada (prepara-
cién II, ver Métodos, 0,45 mg de protefna) se preincubd en
un volumen final de 0,5 ml con 50 umoles de tamp6n Tris-ClH,
pH 7,5; y donde se indica 0,15 umoles de NADH, 1,25 nanomo -
les de’ CNK, 7.500 unidades catalasa (0,575 mg de protelna) y
7.500 unidades de super6xido dismutasa (2,6 mg de proteina).
Al cabo de 15 min de incubacién a 0°C, 1la actividad enzimdti
ca se midi6é por adicién de 0,1 ml de la correspondiente mez-
cla de incubaci6n a los reactivos del ensayo. 100% de activi
dad: 12,6 nanomoles de NADH oxidados por min.
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mos a pensar que, bajo las condiciones experimentales em-
- pleadas, la afinidad de los enzimas protectores por el
cianuro (a tan baja concentracién) debe ser sensiblemente

menor que la de la nitrato reductasa.

III.3.1.4. Proteccién por catalasa y super6xido dismutasa

contra la inactivacién in vitro por NADH y ADP

de 1a nitrato reductasa de Chlorella

La inactivacio6n in vitro de la nitrato reducta
sa de Chiéréilé, por preincubacién con NADH y ADP presenta
anélogos comportamiento a los ya vistos paraotros agentes
inactivantes (Tablas XII y XIII) con respecto a su protec
cién por la presencia de catalasa o superdxido dismutasa.
Los resultados presentados en la Tabla XIV muestran que
la presencia de catalasa o super6xido dismutasa en la mez
cla de incubacién protegen eficazmente a la nitrato reduc
tasa contra su inactivaci6n in vitro por preincubacibn

con cantidades equimoleculares de NADH y ADP.

I1I1.3.1.5. Efecto del FAD en la inactivacién in vitro de

la nitrato reductasa de Chlorella por preincu-

bacién con NADH y ADP

Los resultados presentados en la Tabla XV indi



TABLA XIV

PROTECCION POR CATALASA Y SUPEROXIDO DISMUTASA CONTRA LA
INACTIVACION in vitro POR NADH Y ADP DE LA NITRATO
REDUCTASA DE Chlorella fusca

Mezcla de incubacidn NADH—ﬁitrato reductasa
(%)

Enzima : 100

Enz + NADH + ADP 16

Enz + NADH + ADP + catalasa 70

Enz + NADH + ADP + super6xido dismutasa - 90

Nitrato reductasa parcialmente purificada (prepara -
cién I, ver Métodos, 0,49 mg de proteina) se preincubé en un
volumen final de 1,5 ml con 100 umoles de tampén Tris-ClH,
pH 7,5; 15 umoles de Cl,Mg y donde se indica 0,45 umoles de
NADH; 0,45 umoles de AD%; 10.000 unidades de catalasa y
10.000 unidades de superdxido dismutasa. Al cabo de 3 h de
incubacién a 0°C, la actividad enzimitica se determind por
adicién de 0,1 ml de cada mezcla de incubacién a los reacti-

vos del ensayo. 100% de actividad: 12,4 nanomoles de NADH
oxidados por min.



TABLA XV

POTENCIACION POR FAD DE LA INACTIVACION in vitro POR NADH
Y ADP DE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella fusca

NADH-nitrato reductasa

Mezcla de incubacién : ' )
Enzima , 100
Enz + FAD ~ 99
Enz + NADH + ADP 50
Enz + NADH + ADP + FAD 25

Nitrato reductasa parcialmente purificada (prepa-
racién I, ver Métodos, 0,52 mg de proteina) se prelncubo
en un volumen final de 1 ml con 100 umoles de tampdn Tris-
ClH, pH 7,5; 10 umoles de ClyMg ¥y donde se indica 0,3 umo
les de NADH 0,3 umoles de ADP y 0,1 umol de FAD. Despues
de 60 min a 0° C, la actividad en21mat1ca se midid por adi-
cién de 0,1 ml de cada mezcla de incubacidén a los reactivos
del ensayo. 100% de actividad: 9,5 nanomoles de NADH oxida-
dos por min.
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can, que bajo condiciones experimentales adecuadas, el
FAD potencia sensiblemente la inactivaci6n in vitro de

la NADH-nitrato reductasa de Chlorella fusca por la ac

ci6én conjunta de NADH y ADP.

111.3.1.6. Efecto del per6xido de hidr6geno sobre 1la

inactivacién in vitro de la NADH-nitrato re-

ductasa de Chlorella

La nitrato reductasa de Chlorella se inacti-
va considerablemente por preincubacidén, durante 45 min
a 0°C, de la proteina con NADH y~H202. Los resultados
de la Tabla XVI muestran que el perd6xido de hidrdgeno,
a concentracién 1 mM, no tiene ningun efecto sobre 1la
actividad del enzimé cuando éste estd oxidado; sin embar
go, contribuye eficazmente a su inactivacifn en presen-
"cia de NADH. Estos resultados reflejan el hecho de que
el enzima es susceptible a la accién del peréxido s6lo
cuando se encuentra en estado reducido, pues aunque no
se muestra en la tabla, el per6xido de hidr6geno, in-
cluso a concentracién 10 mM en la mezcla de incubacifn,

no afecta significativamente al enzima oxidado.



TABLA XVI

EFECTO DEL PEROXIDO DE HIDROGENO EN LA PREINCUBACION DE LA

- NITRATO REDUCTASA DE Chlorella fusca CON NADH

NADH-nitrato reductasa

Mezcla de incubacidn : : (%)
Enzima | 100
Enz + HZOZ 100
Enz + NADH 48
Enz + NADH + HZOZ 22

Nitrato reductasa parcialmente purificada (prepa-
racidén I, ver Métodos, 1,52 mg de proteina) se preincubd
en un volumen final de 1 ml con 100 pmoles de tampdn Tris-
ClH, pH 7,5; y donde se indica 0,3 umoles de NADH y/o 1
umol de H90,. Después de 45 min a 0°C, la actividad enzi-
mitica se midid por adicidén de 0,1 ml de cada mezcla de in-
cubacidn a los reactivos del ensayo. 100% de actividad: 5,2

nanomoles de NADH oxidados por min.
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I11.3.2. Observactones a nivel fistoldbgico

Los experimentos que siguen tienen por objeto es
tudiar si el papel del oxfgeno,observado anteriormente en
la inactivacién in vitro de la nitrato reductasa de Chlore-
lla, es de significancia fisioldgica y no un mero artefacto
quimico que presenta el enzima bajo las condiciones utiliza

das.

El problema nos lo planteamos de una forma indi-
recta, ya que obtener un cultivo de cé€lulas de Chlorella es
trictamente anaer6bico es prdcticamente imposible, sobre to
do si ademds resulta que el oxigeno es un subproducto del
proceso bdsico de la fotosintesis, la fotolisis.de la molé-
cula de agua. Por otra parte'observaciones previas nos fue-
ron indicando que podrfa existir una relacién entre el ni -
vel de catalasa de las células de Chlorella y la posibili -

dad de conseguir inactivar, in vivo, la nitrato reductasa.

II1.3.2.1. Inactivacién in vivo de la nitrato reductasa_ggz

adicidén de metilamina a cultivos de Chlorella fus-

ca que presentan distintos niveles intracelulares

de catalasa

Los resultados recogidos en la Tabla XVII indican



TABLA XVII

RELACION ENTRE EL NIVEL DE CATALASA DE UN CULTIVO DE Chlorella fusca Y LA

INACTIVACION in vivo DE LA NITRATO REDUCTASA POR TRATAMIENTO CON METILAMINA

Tratamiento NADH-nitrato reductasa ‘ Cata{asa

' (mU/mg de protefna) (ADO240 nm/mln/mg prot)
Cultivo I - 79 : 0,67

+ metilamina 78 0,48’
Cultivo II - 28 0,11

+ metilamina 4 0,19

Metilamina, 30 mM, se afiadi6é a sendos cultivos de cé€lulas de Chlo-
rella, creciendo logarftmicamente a la luz y en un medio con nitrato (76
mM). Las actividades enzimdticas se determinaron en los correspondientes ex
tractos crudos, que se prepararon, al cabo de 2 h de tratamiento con la me-
tilamina. Para mis detalles ver Materiales y Mé&todos. -
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que la capacidad de inactivacidn in vivo de la nitrato reduc
tasa por adici6én de metilamina a un cultivo de células de
Chlorella depende apareﬁtemente del nivel intracelular de ca
talasa, ya que en el cultivo I donde el niVel de catalasa es
6 veces mds alto que en el cultivo II, la actividad NADH-ni-
trato reductasa prdcticamente no se afect6 después de tratar
las células con metilamina durante 2 h. Por otra parte cuan-
do el nivel intracelular de catalasa es bajo (culfivo 11),
la adicidén de metilamina produce una fuerte inactivacié6n de

la actividad NADH-nitrato reductasa.

Estos resultados podrian interpretarse como ''pro-
tecci6én in vivo'" por catalasa contra la inactivacicéh de la

nitrato reductasa por accidén de metilamina.

La interpretacidén de estos datos debe hacerse con
16gica precaucién ya que in vivo pueden intervenir muchos y
distintos factores, ademds del nivel de catalasa, en la regu
laci6n de la nitrato reductasa. Sin embargo, consideramos im
portantes y significativos estos resultados ya que los hemos.
venido observando de forma sistemdtica a lo largo de nuestro

trabajo.



Es interesante incluir en este apartado que no he
mos hecho un exhaustivo estudio de los factores que afectan
o condicionan el nivel intracelular de catalasa en células
de Chlorella, sin embargo hemos observado que este nivel au-
menta a medida que lo hace el nimero de resiembras del culti

vo en medio liquido o la tensidén de oxfgeno a que se somete.

111.3.2.2, Inactivacién in vitro de nitrato reductasa de

Chlorella fusca por preincubaci6n con NADH, uti-

lizando preparaciones enzimdticas con distinto

contenido end6geno de catalasa

La Figura 7 recoge la cinética de inactivacion
de la nitrato reductasa de Chlorella por preincubacidén aer§
bica con NADH, utilizando preparaciones enzimdticas con dis
tinto contenido enddgeno de catalasa. La preparacién I con-
tenfa aproximadamente doble cantidad de catalasa'que la II,
debido a que esta Gltima se sometidé a un paso adicional de
purificacién que fue una ultracentrifugzcién a 130.000 x g
durante 120 min. Los resultados dé la Figura 7 indican cla-
ramente que la preparacién enzimdtica que mds bajo conteni-
do en catalasa tenfa (Prep. II, 31 unidades de catalasa) se
inactiva mds rdpidamente que la I (76 unidades de catalasa)
probablemente debido a un efecto de protecci6én de la catala

sa end6gena, y que l6égicamente es mds significativo en el
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Figura 7. Cindtica de inactivacidn in vitro de la nitra-
to reductasa de Chlorella fusca por preincubacidn con
NADH, utilizando preparaciones enzimdticas con distinto
econtenido enddgeno de catalasa. Nitrato reductasa par -
cialmente purificada, 0,4 mg de proteina (la preparacién
IT se sometié a una ultracentrifugacié6n adicional a
130.000 x g durante 120 min, que permiti6 eliminar el
50% aproximadamente del contenido end6geno de catalasa)
se preincubé a 0°C en un volumen final de 0,5 ml con 50
umoles de tampén Tris-ClH, pH 7,5, y 0,15 pymoles de
NADH. La actividad NADH-nitrato reductasa se midi6é a los
tiempos indicados por adicién de 0,05 ml de la correspon
diente mezcla de incubacién a los reactivos del ensayo
standard. 100% de actividad es de 3,9 (Prep.I) y 3,5
(Prep. II) nanomoles de NADH oxidados por min. El conte-
nido total en catalasa presente en. los 0,4 mg de protei-
na utilizado en cada preincubacién, fué en A2.0. a 240
nm por min, de 0,24 (Prep. I) y 0,10 (Prep. II) respecti
vamente. Para mids detalles ver Materiales y Métodos.
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caso de la preparaci6én I. Es interesante comparar estos efec
tos de inactivacién in vitro por NADH, de la NADl-nitrato re
ductasa y que relacionamos con el nivel de catalasa end6geno,
con los datos que se presentan en la Figura 6, donde catala-
sa ex6gena (7.500 unidades) prdcticamente no tenfa efecto

. protector sobre la actividad nitratd reductasa cuando se
preincubaba el enzima con NADH, bajo condiciones similares.
Una posible explicacién 16gica a estas observaciones podria
ser que la catalasa endfgena presentara algin tipo de asocia-
ci6n con la nitrato reductasa (ya que es muy dificil sepa -
rarlas completamente ﬁor los métodos de purificacién utili-
zados en este trabajo) y que esto incrementara considerable
mente su efecto protector contra la inactivacién de la acti
vidad NADH-nitrato reductasa, en presencia del NADH. Por
otra parte no puede descartarse la posibilidad de que exis-
tan otras influencias de tipo protector que no controlamos

en estos experimentos.

T1I1.3.2.3. Inactivacidén in vitro de nitrato reductasa de

Chlorella fusca por preincubacién con NADH y

cianuro utilizando preparaciones enzimdticas con

distinto contenido end6geno de catalasa

La Tabla XVIII muestra que cuando se utiliza NADi

mds CN como agente inactivante del enzima in vitro, el gra-



TABLA XVIII

EFECTO DE NADH Y CIANURO SOBRE LA ACTIVIDAD NADH-NITRATO
.REDUCTASA DE DOS PREPARACIONES ENZIMATICAS CON DIFERENTE

CONTENIDO ENDOGENO DE CATALASA

Catalasa NADH-
Mezcla de incubacién ‘ nitrato reductasa
(Unldadgs en mez- (%)
cla de incubacidn) ,
Preparacié6n 1 54 100 -
+ NADH + CN~ - 54 48
Preparacién 11 25 . 100
+ NADH + CN~ 25 ' 10

La nitrato reductasa se purific6 parcialmente segin
se describe en Materiales y Métodos (la Preparacién II, fué
sometida a un paso adicional de purificacién, con respecto a
la Preparacién I, que consisti6 en una ultracentrifugacifn a
130.000 x g durante 120 min). 0,45 mg de protefna de cada
preparacién se preincubaron separadamente en un volumen final
de 0,5 ml con 50 umoles de tampdén Tris-HCl, pH 7,5; y donde
se indica 0,15 umoles de NADH y 1,25 nanomoles de cianuro po-
tdsico. Al cabo de 15 min a 0°C, la actividad NADH-nitrato re
ductasa se midi6 por adicién de 0,1 ml de cada mezcla de incu
bacién a los reactivos del ensayo standard de la proteina.
100% de actividad correspondié a 9,2 (Prep. I) y 8,6 (Prep.
IT) nanomoles de NADH oxidados por min. La actividad catalasa
de cada preparacién se midié segin se indica en Métodos.
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do de inactivaci6én de la actividad NADH-nitrato reductasa
guarda una interesante relacién con el contenido end6geno
de catalasa en las preparaciones enzimiticas utilizadas.
Para un mismo tiempo de incubacién, bajo condiciones simi-
lares,la inactivacién del enzima fue del 50% aproximadamen
te para el caso de la preparacién I, donde el contenido en
catalasa end6gena era mayor (54 unidades), y del 90% en la
preparacién II de mds bajo contenido end6geno de catalasa

(25 unidades).

AAnélogamente a lo descrito en el pdrrafo ante-
rior si comparamos estos datos (donde 54 unidades de cata-
lasa end6gena consiguen una proteccién del 50% de la acti-
vidad NADH-nitrato reductasa) con los obtenidos en 1a Ta -
bla XIII (donde 7.500 unidades de catalasa era necesarias
para proteger la nitrato reductasa solo un 50% contra su
inactivacién por NADH y cianuro) llegamos a una consecuen-
cia similar a la anterior: que la catalasa endfgena posee
un poder protector de la nitrato reductasa contra su inac-
tivacién in vitro por NADH y cianuro, muy superior al de

la catalasa exfgena,
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I11.3.2.4. Inactivacidén in vitro de nitrate reductasa de

Chlorella fusca, por preincubacién con FMN (re-

ducido quimicamente por ditionito), utilizando

preparaciones enzimdticas con distinto conteni-

do end6geno de catalasa

La Tabla XIX muestra que cuando se utiliza FMN,
reducido quimicamente con ditionito, como agente inactivan-

te de la nitrato reductasa de Chldrella fusca, el grado de

inactivaci6n de la proteina era prdcticamente independiente
del contenido endégeno de catalasa de la preparacion enzimd
tica utilizada. En ambos casos se consiguié inactivar el en
zima un 70% aproximadamente luego de incubar las correspon-

dientes preparaciones durante 20 min a temperatura ambiente,.



TABLA XIX

EFECTO DEL DITIONITO SOBRE LA ACTIVIDAD FNHZ-NITRATO REDUCTASA

DE DOS PREPARACIONES ENZIMATICAS CON DIFERENTE CONTENIDO
ENDOGENO DE CATALASA

Catalasa FNH, -
. . nitrato reéductasa
Mezcla de incubacié6n (Unidades en mez- %)
cla de incubacién) ’ r

Preparacif6n I : 76 100
+ FMN + 8204 76 33

Preparaci6n II 29 100
+ FMN + 8204 29 26

0,4 mg de las preparaciones de nitrato reductasa uti-
lizadas en la Figura 7, se preincubaron separadamente en un Vo
lumen final de 0,5 ml con 50 ymoles de tamp6n Tris-ClH, pH 7,5;
y donde se 1nd1ca 0,1 umol de FMN y 10 umoles de d1t10n1to sd-
dico (que se anadlé en 0,05 ml de una soluci6én acuosa de 8
mg/ml de bicarbonato sédlco) Al cabo de 20 min a temperatura
ambiente, la actividad FNH,-nitrato reductasa se midi6 por adi
cién de 0,' ml de cada mezc¢la de incubacidén a los reactivos
del ensayo standard del enzima. 100% de actividad correspondid
a 4,5 (Prep I) y 4,1 (Prep II) nanomoles de nitrito formado
por min.

La catalasa de cada preincubacibén se midi6 seglin se indica
en Métodos.



Iv. DISCUSION
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El complejo enzimitico nitrato reductasa de tipo asi-
milatorio estd sujeto a regulacién por modificacién covalente
de la proteina, de naturaleza redox. El sitio de esta regula-
ci6n es la segunda mitad del complejo, que cataliza la reduc-
cién de nitrato propiamente dicha. El enzima puede existir en
dos formas, una activa y otra inactiva. Ambas especies enzimi
ticas son metabdélicamente interconvertibles: la forma activa
se inactiva por reduccién y la forma inactiva se activa por
oxidaci6én. Estas lineas resumen las caracteristicas, de vali
dez general, observadas en todas las nitrato reductacas estu-
diadas y que corresponden a diversos organismos como plantas
superiores, algas verdes, bacterias verde-azuladas, levezduras,
hongos y bacterias (16,39,61,96). Esquemdticamente puede re -

presentarse asi:

e
O > | | @
NADH-NO,Rasa Oxidacion NADH-NO,Rasa
(forma activa) (forma inactiva):
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En organismos fotosintéticos las investigaciones
acerca de la regulacién nutricional de la asimilacién de ni-
trato han alcanzado gran desarrollo, gracias a 1los estudios
que a nivel celular, subcelular y molecular han realizado
los grupos de la Prof. Vennesland en Berlin y del Prof. Losa

da en Sevilla. Utilizando diferentes especie de algas ver -

des, Chlorella vulgaris por un lado y Chlorella fusca, Chla-

mydomonas reinhardi, Ankistrodesmus braunii y la bacteria

verde-azulada Nostoc muscorum por otro, se han conseguido va

liosisimos datos acerca del mecanismo de inactivacién fisio-
16gica de la nitrato reductasa. Discrepancias importantes en
algunos de los datos experimentales obtenidos por estds gru-
pos y una diferente interpretacién de los resultados comunes,
han llevado a proponer dos hip6tesis sobre el mecanismo de
inactivacién in vivo de la nitrato reductasa, que hasta estos
momentos son diffciles de unificar. Ambas hip6tesis coinciden
en que el estado reducido del enzima es requisito indispensa-
ble para que se pueda inactivar, pero por un lado el grupo de
Vennesland piensa que el cianuro, a cdncehtracién muy- baja
(que por supuesto no afecta a otros procesos vitales del orga
nismo) juega a nivel fisiol6gico un efecto potenciador en la
inactivacién del enzima (37) y por otra parte el grupo de Losa

da cree ‘que es el ADP, v no el cianuro, el compuesto que po -
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see in vivo este efecto potenciador (16,39).

Con las Tablas I y II del presente trabajo se preten-
de dar una visi6n conjunta, utilizando datos obtenidos por no
sotros y por otros miembros de este Departamento, de los tra-
tamientos que actualmente se conocen para inactivar in vivo o

in vitro la nitrato reductasa del alga verde Chlorella fusca,.

Hemos estudiado especialmente las condiciones 6ptimas bajo
las Que el NADH y el ADP cooperan para inactivarkin vitro la
nitrato reductasa, pues se trata de un punto especialmente
conflictivo con los resultados de Vennesland que no ha encon-
trado ningin efecto in vitro del ADP como potenciador de la
inactivacién por NADH de la nitrato reductasa de Chlorella
vulgaris (77). Los resultados recogidos en la Figura 2, mues-
tran que para que la cooperacidén sea efectiva se requiere que
los nucleb6tidos estén en la mezcla de incuEacidn a concentra-
ciones equimoleculares. Es difficil hasta el momento interpre-
tar este fen6meno, pero resulta sorprendente que recientes es
tudios hechos con la nitrato reductasa del alga verde Ankis-

trodesmus braunii arrojen similares resultados (16).

Este tipo de cooperacién entre NADH y ADP requiere 1la
presencia de unos nivelss minimos de fuerza iénica (Tablas IV

y V), es mds favorable a pH alto, entre 8 y 9, y depende de
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la naturaleza del tampdn utilizado, ya que si este tampén es-
ta preparado a base de fosfato no se aprecia una cooperacifbn

significativa del ADP con el NADH (Tabla VI). Estos datos in-
dican que han de darse unas condiciones muy peculiares para

que el efecto cooperativo del ADP tenga lugar y que por tanto
se trata de un tipo de regulacién muy fina. Esta puede ser la
raz6én por la que no se ha encontrado ningfin efecto cooperati-
vo del ADP en la inactivacién in vitro por NADH de la nitrato

reductasa purificada de Chlorella vulgaris (77), ya que en la

incubacidén del enzima con los nucle6tidos, se utiliz€¢ un tam-
pén de fosfato potédsico, pH 7,6, y no se incluy6 la fuerza id
nica adecuada. Por otra parte, al utilizar un enzima altamen-
te purificado, puede ocurrir que 1a-proteina pierda parte de

sus propiedades reguladoras durante los tratamientos de puri-

ficacién a que ha sido sometido.

En la Tabla I mostramos que la adicién de amonio, meti

lamina o arseniato a un cultivo de Chlorella fusca, creciendo

en la luz en una corriente de CO2 en aire y con nitrato, pro-
voca una tdpida y significativa inactivacién de la segunda mi-
tad del complejo NADH-nitrato reductasa, sin que se afecte 1la
mitad diaforasa inicial. El proceso es reversible y el enzima

inactivo puede reactivarse in vivo, por eliminacién del agen-
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te ‘inactivante, e in vitro , por oxidacién con ferricianuro.

La inactivacién in vitro de la proteina requiere poder reduc
tor (NADH) vy es potenciada por ADP (39). Se explicaron estos
hechos argumentando que el amonio, arseniato o metilamina,

actuando como desacoplante de la fotofosforilacién no cicli-
ca produciria un incremento del flujo fotosintético de elec-
trones y también de la concentracién de ADP, que provocarian
la inactivacidén de la nitrato reductasa (41). Sin embargo,

no se habfan hecho adn medidas de los niveles intracelulares
de piridin-nucledtidos reducidos ni tampoco de la carga ener-
»gética; por ello pensamos que un estudio acerca de este pro-
blema aportarfa una sélida base experimental a nuestra hipé-
tesis de trabajo sobre el mecanismo de inactivaci6én de la ni

trato reductasa.

Fue necesario, con tal fin, utilizar cultivos celula-
res muy concentrados y, como consecuencia, variar la concen -
traci6n de nitrato, la intensidad de luz y la concentracion
del agente inactivante. Una vez fijadas estas nuevas condicio
nes de inactivacién, se pusieron a punto los métodos adecua -
dos para medir los metabolitos responsables del estado redox
y la carga energética celular (NAD+, NADH, NADP%, NADPH,

ATP, ADP, AMP), asi como de otros metabdlitos relacionados di
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recta o indirectamente con los anteriores, con objeto de te-
ner el mayor nimero de datos posibles sobre el estado celu -
lar, provocado por adicién del desacoplante al medio de cul-
tivo, que acompafia a la inactivacién in vivo de la nitrato
reductasa. La reproducibilidad de los resultados es muy bue-
na independientemente del método de extraccién usado y del

método analitico empleado  (Tabla VII).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que
la inactivacién in vivo de la nitrato reductasa de Chlorella

fusca por adicién de metilamina va acompafiada de un incremen

to en el nivel redox (ﬁ%%%%%ﬁ) de casi tres veces (Tabla

VIII) y de una disminucidén en la carga energética celular

( ATP + 1/2 ADP
ATP + ADP + AMP

muy amplio de organismos se ha encontrado que profundas al-

) (8) de 0,1 unidad (Tabla IX). En un rango

teraciones del metabolismo celular se traducen en pequefias
variaciones de la carga energética (14). Similares resulta-
dos hemos obtenidos empleando amonio, en lugar de metilami-

na, como agente inactivante (Tablas X y XI).

Estos datos refuerzan decisivamente nuestra interpre-
taci6n del mecanismo de inactivacién in vivo de la nitrato re
ductasa de Chlorella que tiene lugar por adicién de amonio u

otros desacoplantes de 1la fotofosforilacién (39,41,51). El



-tUo-

efecto cooperativo del NADH y el ADP, observado in vitro, du
rante la inactivacién reversible de 1la nitrato reductasa de

Chlorella fusca, toma por tanto especial significacién fisio-

l6gica con respecto a la regulacidén metab6lica de la nitrato
reductasa, ya que el fen6meno parece ser especifico de estos
dos nucle6tidos, y no existe cooperatividad aparente entre

NADH y AMP o ATP; o entre NADPH y ADP (39,41,51).

Es también importante sefialar aquf, que el NADH (y no
el NADPH) o el ADP, protegeu casi completamente a la mitad dia-
fordsica inicial del complejo NADH-nitrato reductasa de Chlo-

rella fusca contra su desnaturalizacién por calor (52). Esta

actividad diafor4sica es, por otra parte, necesaria para que
la actividad terminal del complejo se inactive por NADH. En
nuestro Departamento se ha aislado un mutante del alga verde

- Chlamydomonas reinhardi (83), cuyo complejo enzimitico nitrg

to reductasa no posee actividad diafordsica y ha perdido su

capacidad de regulacién in vivo por adicién de amonio; la ni
trato reductasa de este mutante tampoco se inactiva in vitro
por incubacién con piridin-nucledtido reducido, aunque siI io
hace cuando se utiliza metil viol6geno reducido quimicamente

por ditionito, como agente inactivante.
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En Ankistrodesmus se ha visto, que la adici6n de desa-

coplantes, como carbamil-cianuro-m-clorofenil-hidrazona (CCCP)
(91) o 2,4-dinitrofenol (2), inhiben la asimilacién de nitrato

por el alga.

En los dltimos afios investigaciones a nivel fisiolGgi
co y molecular, han aportado numerosas pruebas de la regula -
cién metab6lica en la asimilacién fotosintética del carbono y
el nitrdégeno, asi como de las complejas relaciones entre am -
bos procesos. Aparentemente los enzimas claves de dichos pro-
cesos estdn sometidos a regulacidn reversible inducida prima-
riamente por la luz y mediada por un cambio en el estado re-
dox de algunos coenzimas primordiales y también por fluctua-
ciones en la carga energética, pH, y concentracién de metabo

litos fundamentales (iones, sustratos y productos) (9,41).

Los enzimas claves del <ciclo reductivo de las pen-
tosas y del ciclo de los &dcidos dicarboxflicos de las plan -
tas C4, soﬁ reversiblemente regulados in vivo por la intensi
dad de la luz, siendo rdpidamente activados al iluminar -prin
cipalmente como resultado de un incremento de la forma redu-
cida de algunos coenzimas fotosintéticos de tipo redok, y de

la forma cargada de los adenin-nucledétidos- e inactivados en

la oscuridad. La nitrato reductasa, enzima clave del sistema



-1iu-

reductor de nitrato, es reversiblemente regulada segln una
via opuesta, i.e., se inactiva por poder reductor y ADP, se
gin un complicado mecanismo dependiente de 1la luz, nitrato,

amonio, oxigeno, CO, y pH (9,39,41).

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima que ca-
taliza la primera reaccidén en el ciclo oxidativo de las pen
tosas fosfato, se inactiva por la luz y se activa en la os-
curidad. La inactivacidén por la luz de esta proteina parece
ser un proceso de tipo reductor, ya que el enzima se inhibe
in vitro pof ditiotreitol o por una alta proporcién de
NADPH

NADPF ©n presencia de ribulosa-1,5-difosfato (4,36).Es inte

resante por tanto que la adici6én de metilamina o amoniaco

a c€lulas de Chlorella fusca, que originan un intremento en
la proporcién %%%%g»(Tablas VIII y X), brovoquen simultédnea
mente una inactivacién de la glucosa-6-fosfato deshidrogena
sa, como pone de manifiesto la acumulacién intracelular de

~glucosa-6-fosfato (Tablas IX y XI).

La formacién de pirGvico por accién de la piruvato-
quinasa es una reaccién dependiente de ADP que se estimula
por la presencia de amonio (9). Esta activacién en cé€lulas
de Chlorella puede deberse a un incremento en el nivel de

ADP ocasionado por el amoniaco (Tabla XI) y no necesaria -
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mente a una accién directa del amonio sobre el enzima. Los
resultados obtenidos en este trabajo apoyan esta hip6tesis,
ya que al afiadir un desacoplante(metilamina o amonio) a cé-

lulas de Chlorella fusca se produce un sensible incremento

en la concentracidén intracelular de piruveato (Tablas IX y
XI), que es de casi el doble en el caso de la metilamina

(Tabla IX).

Un mecanismo alternativo de inactivacién de la nitra-
to reductasa, ha sido propuesto por Vennesland y col. (37,67)

en Chlorella vulgaris. Como hemos indicado anteriormente, el

modelo de regulacidén propuesto por este grupo se basa en la
inactivacién reversible del enzima reducido por cianuro,
fenémeno observado in vitro (29,37,77,95). Quizds la debili-
dad mds importante de esta hip6tesis radique en la naturale-
za del precursor fisiol6gico de cianuro.Histidina (20,21) o la
oxima del 4cido glioxfilico dan cianuro cuando se incuban con ex-
tractos de Chlorella, bajo las condiciones adecuadas. La for
macién de cianuro a partir de histidina al parecer se debe a
una aminodcido oxidasa, actuando conjuntamente con peroxida-

- 2+
sa, particulas celulares, o Mn

(68,69). Solomonson y Spe-
har (81) proponeh que el efecto combinado de CO,, O, y luz

sobre la inactivacién reversible de la nitrato reductasa en
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Chlorella vulgaris puede explicarse por la competencia'de 0,

y CO2 con respectoka la ribulosa difosfato en presencia de
ribulosa difosfato carboxilasa-oxigenasa. Ellos asumen que
el glioxilato -formado a partir de glicolato, producto de la
oxidaci6n de la ribulosa difosfato- se combina con hidroxila
mina -formada cuando el nitrito se reduce en presencia de

amonio (46)- para producir la oxima del dcido glioxilico.

Una importante aproximacién al fenémeno de la inter
conversién de la nitrato reductasa, que sustentaria que el
mecanismo de inactivacién del enzima propuesto por nuestro
Departamento puede tener una validez mds general que el indi
cado por Vennesland, son los resultados obtenidos por Ortega
y col. (61); estos autores han observado que el amonio, asfi
como otros desacoplantes de la fotofosforilaci6én, inhiben
fuertemente la reduccién fotosintética de nitrato por parti-

culas de la bacteria verde-azulada Nostoc muscorum. El enzi-

ma que lleva a cabo la reducci6én de nitrato, la nitrato re -
ductasa, puede inactivarse reversiblemente por reduccibn, en
una reaccién dependiente de ferredoxina. E1 nitrato protege
contra esta inactivacidén y el oxigeno molecular restablece
la acfividad original del enzima. E1 amonio también provoca

la total inhibicidén de la reduccién fotosintética de NADP .,
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Al igual que la nitrato reductasa, la ferredoxina-NADP reduc-
tasa se inactiva reversiblemente por reduccién y se reactiva

por oxidacién (62).

Al interrumpir la aireacif6n de un cultivo del alga

verde Chlamydomonas reinhardi, la nitrato reductasa se inac-

tiva completamente en 15 min (44). En células de Ankistrodes-

mus braunii una baja tensibén de oxigeno tiene poco efecto so-

bre el nivel de actividad nitrato reductasa (16). Por otra
parte Pistorius y col. (67) han encontrado que el 02 estimu

la la inactivacidn in vivo de la nitrato reductasa de Chlo-

rella vulgaris.,

Estas contradicciones experimentales pueden deberse
a que cuando un cultivo de células se somete a baja tehsidn
de O2 pueden producirse mﬁltiples modificaciones metabé6licas,
qué provoquen un estado celular diferente segln el organismo
de que se trate y por ello afecten de distinta manera a la ni
trato reductasa. Losada (44) piensa que la interrupcién de la
aireacién puede contribuir a un incremento del poder reductor
intracelular, que facilitella inactivaci6én de la nitrato re -
ductasa. Por el contrario Pistorius y col. (67) atribuyen al

O2 un efecto estimulante sobre las reacciones quc conducen a
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la generacién de cianuro. Es probable que el O2 juege al-
gdn papel en la inactivacién in vivo de 1la nitrato reduc-
tasa y los resultados de este trabajo indican claramente,
y por primera vez, que el oxigeno tiene una funcién primordial en

la inactivacién in vitro de la nitrato reductasa de Chlorella fusca

por preincubacién con NADH s6lo, 6 en presencia de ADP 6

cianuro.

Los resultados mostrados en las Figuras 4 y 5 in-
dican que el oxigeno es absolutamente necesario para con-
seguir una completa inactivaci6n del enzima. Este requeri
mienté sugiere la posibilidad de que superdxido y’pérdxi—
do puedan intervenir en el proceso de inactivacién del en
zima. Consecuenteménte se ensay6, el efecto de superf6xido
dismutasa y catalasa en el proceso de inactivacién in vi-
"~ tro. Los resultados recogidos en las Tablas XII, XIII
y XIV indican que cuando catalasa o superfxido dismuta-
sa se incluyen en la mezcla de incubaci6én, la nitrato
reductasa se protege casi completamente contra 1la
inactivaci6én por NADH, NADH mds cianuro o NADH mis

ADP, indicando que 1la inactivacién de la nitrato re-
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ductasa,obtenida in vitro por estos tratémientos,puede estar
mediada por radicales super6xido y/o perdxido. La accién de
estos radicales es una etapa intermedia en el mecanismo de

inactivacién de 1la nitfato reductasa y no final,ya que el en
zima inactivo no puede recuperar su actividad por tratamien-

to con superdxido dismutasa y/o catalasa.

Las observaciones anteriores guardan un cierto para-
lelismo con la inactivacién in vitro de la nitrito reductasa

~de Neurospora crassa por preincubacién con NAD(P)H en presen

cia de FAD (93). Sin embargo en este dltimo caso superdxido
dismutasa no tenfa efecto protector y por otra parte esta

inactivacién in vitro de la nitrito reductasa de Neurospora

crassa no era reversible, y tampoco existen datos sobre una
posible regulacidén in vivo de este enzima (93),por todo esto se
piensa que,la inactivacidén in vitro de la nitrito reductasa,

de Neurospora crassa mediada por per6xido, no posea valor fi

siol6gico.

La Tabla XVI indica claramente, que el per6xido de
hidr6geno coopera eficazmente con el NADH en la inactivaciotn

in vitro de la nitrato reductasa de Chlorella fusca.
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Numerosas investigaciones se han realizado, en los dl
timos afios acerca de la interaccién de flavinas o flavoprotel
nas reducidas con el oxigeno molecular y han establecido 1la
generacidén de radicales libres, como consecuencia de la reduc
cién monovalente (super6xido) o divalente (per6xido) del oxi-
geno molecular (18,53). Es por tanto 16gico pensar que si el
FAD reducido -libre o combinado a la nitrato reductasa- estd
implicado en la formacién de estos radicales que median la
inactivacién del enzima,por preincubacién aerdbica con NADH
s6lo © con ADP d cianuro, su presencia en la mezcla de incu-
bacién de la proteina se traducirfa en una estimulacidén del
efecto inhibidor sobre la nitrato reductasa. Los resultados
de la Tabla XV hablan en favor de esta hipftesis, ya que la
presencia de FAD en la mezcla de incubacién de la nitrato re-
ductasa con NADH mids ADP, lleva consigo un efecto estimulante

en la inactivacién de la proteina.

Otras flavoprotefnas, como la xantina oxidasa de la
leche,1llevan a cabo 1la reduccidn univalente o divalente del
oxigeno (18). También se producen radicales superdxidoky pe-
r6xido en la oxidacidén de NADPH por el sistema ferredoxina,
ferredoxina-NADP-reductasa, caracteristica de organismos fo-

tosintéticos (58). Massey y col. (54) han mostrado la parti-
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cipacién de superSxido en la reduccién aerébica del citocromo
c por flavinas reducidas con EDTA en la luz, puesto que el
proceso se inhibe por la accidén de eritrocupreina (que tiene
actividad super6xido dismutasa) afiadida a bajas concentracio-
nes; este efecto inhibidor no aparece si la reaccién se lleva
a cabo en anaerobiosis, aunque en este Gltimo caso la reduc-
cién del citocromo c es marcadamente inferior a la que tiene

lugar en presencia de oxigeno.

El superéxido y perdxido de hidr6geno se forman por
interaccién de la flavina reducida, quimica o enzimidticamente,
con oxigeno molecular segin el esquema siguiente, propuesto

por Nakamura (58):

H,O0
E-FAD 272
O5+H"
NADH
-+
H o,
E-FADH: [E-FADH,-0,]

)

E-FADH,
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La inactivacioén in vivo de la nitrato reductasa de.

Chlorella fusca por la adicién de desacoplantes de la foto-

fosforilacién no ciclica a un cultivo (Tabla I), se pre-
senta en distinto grado,o bien dicha inactivaci6n no tiene
lugar, dependiendo de varias y a veces desconocidas modifi
caciones en las condiciones ambientales. La inactivacidn

in vivo del enzima por cualquiera de los tratamientos indi
cados en la Tabla I no se consigue en cultivos de células,
que han sufrido numerosos pasos de resiembra en medio 11 -
quido '"'cultivos viejos'", y tenemos indicios de que el pro-
ceso de regulaci6én de este enzima pueda estar sujeto a cam
bios estacionales. Buscando una explicacién a estas obser-
vaciones y basdndonos en la proteccifén por catalasa contra
la inactivacién in vitro de la nitrato reductasa, se deter
mind‘el nivel de catalasa en un"cﬁltivo viejo'" de células

de Chlorella fusca. Los resultados de la Tabla XVII mues -

tran una interesante correlacidén entre el nivel intracelu-
lar de catalasa, en cultivos diferentes, y la capacidad de
inactivacién in vivo de 1la nitrato reductessa por adicién

de metilamina a los mismos. Un "cultivo viejo" de células,
que presentaba un nivel de catalasa del orden de seis ve -
ces superior al de otro cultivo, posee.una‘nitrato reduc-
tasa que aparentemente carece de posibilidades reguladoras

por adicién de desacoplantes (Tabla XVII).
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Por otra parte, la catalasa end6gena es mucho mds -
efectiva en su proteccién contra la inactivaciébn in vitro
de la nitrato reductasa, ya que 54 unidades son suficien-
tes para proteger un 50% a la nitrato reductasa de su
inactivacién por preincubacién con NADH mds cianuro (Ta -
bla XVIII), mientras que para alcanzér esta misma protec-
cién por catalasa ex6gena, se requieran del orden de
7.500 unidades (Tabla XIII). Estos resultados parecen in-
dicar que existe una cierta asociacién intracelular entre
catalasa y nitrato reductasa, que no se presenta evidente
mente en el caéo de la catalasa afiadida; o bien, que la

catalasa de Chlorella fusca es mds efectiva en su protec-

cién que la catalasa comercial, obtenida de eritrocitos.

El nivel endégeno de catalasa puede depender de la
.intensidad de la fotorrespiracién celular; pues dicho enzi
ma elimina el per6xido de hidrégeno que se produce en 1os
peroxisomas por oxidacién de glicolato a glioxilato, depen
diente de oxigeno (88). En el mecanismo de reduccién de oxi
geno en cloroplastos, se ha propuesto la intervencién del
super6xido y per6xido; en principio parece que estos radica
les intervienen en la fotorrespiraciébn y en procesos celula

Tes que acompafian a la senescencia de plantas superiores
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(17). E1 sentido fisiolbgico de 1la fotorrespiracién continua
siendo un énigma. Algunos autores han propuesto, como posi -
bles, su contribucién é la biosintesis de aminoacidos y a 1la
eliminacién de un exceso de poder reductor intracelular (33);
por tanto un cultivo de células con una activa fotorrespira-
ci6én no acumularfa poder reductor suficiente para inactivar

la nitrato reductasa.

Cabe la posibilidad, pues, de que en células de Chlo-

rella fusca, la regulacién de la nitrato reductasa esté media

da.en dltimo término,por radicales del oxigeno y relacionada
con el nivel intracelular de catalasa y probablemente de su -

per6xido dismutasa.

Debido a 1la fragilidad de los peroxisomas y a la fa -
cil asociacién de catalasa con otros enzimas, tanto las particu-
las, como los enzimas parcialmente purificados a partir de orga -
nismos con catalasa,estdn contaminados con dicho enzima (88).
Nosotros hemos comprobado que una preparacién de nitrato re -
ductasa parcialmente purificada (tigura 7) puede presentar al
to contenido de catalasa (Prep. I), elimindndose en gran
parte con un tratamiento de ultracentrifugacién, que permite

separar un precipitado de color verde con actividad catalasa
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enzimitica resultante es sensiblemente menor (Prep. II).

Lips y col. (32) sugieren que enzimas de la fija -
ci6én del CO2 (ribulosa difosfato carboxilasa), fotorrespira
cién (glicolato oxidasa) y de la asimilacidn del nitrato
estan asociados a microsomas, quevse unen a los cloroplas -

tos durante la iluminacidn.

La Figura 7 muestra que dos preparaciones de nitra-
to reductasa se éomportan‘distintamente frente a la inhibi-
cién por NADH, dependiendo de su contenido en catalasa. Sin
embargo cuando se utilizé como agente inactivante flavin-nu
cle6tido reducido quimicamente con ditionito, no se observéd
esta diferencia (Tabla XIX). Una explicacién a estos hechos
es que la nitrato reductasa se inactive in vitro por meca -
nismos diferentes cuando se utiliza NADH éor un lado o
FNH2 por otro, puesto que, en el primer caso se requiere
que la diaforasa sea activa para que la inactivacidén tenga

lugar, mientras que en el segundo caso no (40,83).

Los datos acerca del mecanismo de activacién de la

nitrato reductasa, previamente inactiva , son todavia mis
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de la proteina (40).

La reactivaci6én del enzima se consigue aparentemente
por oxidacién, ya que al tratar ei enzima inactivo con ferri-
cianuro -que oxida a la protefina (95)- se restaura su activi-
dad nativa. Pero es obvio pensar que en el mecanismo de reac-
tivacibén a nivel fisioldgico.no estd implicado el ferricianu-
ro. Recientemente se ha publicado que la inactivacién de la

nitrato reductasa de Nitrobacter agilis por sobrerreduccién

con NADH, se revierte por oxidacién del enzima'reducido con
NAD(P)+ (27). El1 enzima de otras fuentes puede reactivarse
in vitro por nitrato o compuestos andlogos bajo condiciones
todavia no bien definidas(28,56,97). La nitrato reductasa

inactiva de células de Chlorella fusca u hojas de espinacas

puede activarse rdpidamente por luz azul (7). Sin embargo,
serdn necesarios posteriores trabajos para elucidar
el mecanismo preciso de reactivacidén de la nitrato reductasa

por sustratos fisiolf6gicos oxidantes.

Interesantes trabajos sobre el mecanismo de regula-
cién de enzimas implicados en la asimilacidén fotosintética

del CO2 por cloroplastos, se han publicado dltimamente. En
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dicho mecanismo la ferredoxina, aceptora del flujo de electro-
nes fotosintético, activa enzimas claves del tipo de la fruc-
tosa difosfatasa. Esta activacidn, dependiente de ferredoxi
na reducida,ocurre a través de tiorredoxina, prctefna transpor
tadora de electrones; el esquema regulatorio de este enzima se
cierra por la oxidacién con glutatidn del enzima reducido (ac-
tivo) que ocasiona la inactivacién del enzima en la oscuridad
(101). Similares mecanismos de activacién se han observado en
otros enzimas de cloroplastos tales como NADP-malato deshidro-

genasa y NADP-gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (31).

A la luz de estos datos parece probable que la tiorre-
doxina y.el glutatidn posean un papel general en regulacién en
zimdtica, basado en su actividad tipica de 6xido-reduccién de
grupos SH/S-S, por elio, seria de enorme interés estudiar la
posible intervencién de tiorredoxina y glutatién en el mecanis
mo de regulacién de la nitrato reductasa de algas verdes y

plantas superiores.
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La nitrato reductasa de Chlorella fusca se inactiva rever-

siblemente por preincubacién del enzima con NAD(P)H, sien-
do mds efectivo como agente inactivante el NADH, su dona -

dor fisiol6gico de electrones.

E1 ADP potencia especificamente 1la inactivacién in vitro

de la nitrato reductasa de Chlorella fusca dependiente de

NADH. Esta potenciacidén es 6ptima a concentracidén equimole
cular de ambos nucledtidos y requiere un pH entre 7,5-8,5,

ademds de niveles minimos de fuerza ibnica.

La adicién de amoniaco o metilamina a un cultivo de célu -

las de Chlorella fusca produce la inactivacién reversible

del complejo enzimidtico NADH-nitrato reductasa, que va a

su vez acompafiada de un incremento del poder reductor in -
tracelular y una consideréble disminucién de la cargé ener
gética. Paralelamente aumenta el nivel intracelular de glu
cosa-6-fosfato (debido probablemente a la inactivacién in

vivo del enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) y de pi-

ruvato (cuya sintesis depende directamente de la concentra

cién intracelular de ADP).



-126-

4. Estos resultados suministran la base experimental necesa-

(93]

ria para confirmar el mecanismo propuesto por este Depar-
tamento acerca de la inactivacién in vivo del complejo
NADH-nitrato reductasa de algas verdes inducida por el
amoniaco, que actuando como desacoplante de la fotofosfo-
rilaci6n no ciclica provoca un incremento en el nivel in-
tracelular de NAD(P)H,que s6lo, 6 en cooperacién con ADP,

produce la inactivacién in vivo del enzima.

Experimentos en condiciones anaerdébicas demuestran que el
oxigeno es necesario para inactivar in vitro la nitrato
reductasa por preincubacidén con NADH, en ausencia o pre -

sencia de cianuro.

La inactivacién in vitro de la nitrato reductasa de Chlo-

rella fusca por preincubacidén aerébica con NADH, NADH mids

ADP o NADH mds cianuro, se protege muy eficazmente cuando
se incluye superéxido dismutasa y/o catalasa en la corres
pondiente mezcla de incubacién. Sin embargo ninguno de es
tos enzimas protectores pueden hacer que la nitrato reduc-
tasa inactiva recupere su actividad original, indicando
que el mecanismo de inactivacién in vitro de la nitrato

reductasa por los tratamientos indicados implica, como
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etapa intermedia, la formacién de superéxido y/o perdxido.

En cultivos de células de Chlorella fusca que contienen un

alto nivel de catalasa, el complejo enzimidtico NADH-nitra-
to reductasa no se inactiva in vivo por adici6én de metila-
mina .al medio de cultivo, indicando un posible papel de ra
dicales del oxfgeno en el mecanismo de inactivacién in vi-

vo de la proteina.
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