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La nitrato reductasa, enzima que cataliza la re-
duccién de nitrato a nitrito, ha éido estudiada en bacte
rias, algas verde—azuladas; algas verdes, hongos y plan-
tas superiores (1-4). Dicho enzima es un Complejo de pe-
so molecular entre 100.000 y 500.000, sometido a regula-
cién en su sintesis y actividad. La nitrato reductasa
contiene molibdeno; y la flavina se ha considerado grupo

prostético esencial para su actividad (4).

Para estudiar la eStructura; secuencia del trans
pbrte de electrones y la regulacién de este enzima, se
han realizado numerosos trabajos bioquimicos consisten -
tes en la purificacién y estudio detallado de sus partes
tratamiento con inhibidores especificos, inactivacidén vy

Teactivacibn in vivo e in vitro, etc. (4-6). Por otra

parte el empleo de mutantes ha sido de gran ayuda para
el esclarecimiento de estos problemas. Asi, en Escheri -
"Eﬁia:COii se han aislado mutantes deficientes en la ni -
trato reductasa que han permitido obtener informacién
acerca de‘la estructura del enzima de esta bacteria (7-
18). También se han obtenido mutantes del alga verde-azu

lada AgmeﬁellUm'quadruplicatum, por tratamiento con ni -

trosoguanidina ( 19). Dos de los mutantes aislados esta-

‘ban afectados en la nitrato reductasa, y cuatro en la ni



trito reductasa. Uno de estos mutantes carentes de ni -
trito reductasa ha sido utilizédé'en.el estudio, in si-
tu, de la nitrato reductasa, ya que el nitrito proceden
te de la reduccidén de nitrato se excretaba al medio de
cultivo y su cuantia daba idea de la actividad de dicho
enzima (20); Los mutantes mejor estudiado son los obte—

nidos en hongos, particularmente en Neurospora crassa y

Aspergillus nidulans (21). La nitrato reductasa de am -

bos organismos se induce por nitrato y se reprime por
amonio, y presenta asociadas las actividades que se in-
dican en el siguiente esquema:

ACTIVIDAD NADPH-NITRATO REDUCTASA (TOTAL)

ACTIVIDAD DIAFORASA 6 ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA TERMINAL

NADPH-CIT. ¢ REDUCTASA 6 MVH (FADH,)-NITRATO REDUCTASA
NADPH- > > : >NO})
cit. ¢ MVH | |
A FATH,

Sorger ha llevado a cabo un estudio genético-bio-

riormente (22) y de otros aislados por €l (23-25), encon-

trando que existen cuatro genes implicados en la sintesis



de la nitrato reductasa de dicho organismo. A estos genes

se les 1lama nit-1, nit-2, nit-3 y nit-5 (25). Los mutan-

tes afectados en el gen nit-1 conservan la actividad dia-
forasa, teniendo inactiva la actividad terminal del enzi-
ma. El mutante nit-3 posee'actividad MVH-nitrato reducta-
sa, pero carece de actividad diaforasa, y los mutantes

nit-2 y nit-5 carecen de ambas actividades, aunque pare -

cen poseer una MVH-nitrato reductasa en estado latente
(23). El enzima de la estirpe'nit—1 ﬁarece ser de tamafio

notablemente inferior al del tipo silvestre (26).

El estudio de los enzimas de los diversos mutan-
tes y la obtencidén de una nitrato reductasa activa por
complementacifén entre extractos de nit-1 y de los otros

mutantes de‘NeurOSﬁdra (27) han permitido sugerir que la

nitrato reductasa de este hongo’es un agregado constitui-
do, al menos, por una ﬁroteina; inducible por nifrato,.de
peso molecular 100;000 resﬁonsable de la actividad diafo-
rasa y un molibdo componente; constitutivo, de pequeﬁo'pgf
so molecular (10.000) el cual; asociado a la proteina, ég
ria responsable de la actividad terminal y total de lé ni

trato reductasa (28).



En'Aspergillustnidulans existen al menos cinco ge-

nes diferenfes; cuya mutacién provoca la pérdida simultd -
nea de las actividades nitrato reductasa y xantino deshi -
drogenasa (29;30). Los mutantes en algunos de esfoé genes,v
11amados‘§g§; conservan una proteina, con actividad diafo-
rasa, de tamafio inferior al enzima nativo del tibo'silveé—
tre (31). En dicho;organismo existen ciertos mutantes,

nia D, sin actividad diaforasa y con actividad nitrato re-
ductasa terminal; mientras otros han perdido todas las ac-
tividades del comﬁlejo enzimidtico reductor de nitrato (31).
Tras el estudio de estos mutantes, se piensa que la nitra-

to reductasa de’Asﬁergillﬁs es un agregado formado por dos

subunidades ﬁrotéinicas de 4,5 S, codificadas por el gen
"nia D, y un cofactor de bajo peso molecular en cuya cons -

truccidn intervendria mediatamente los genes cnx (29-34).

Hasta el presente, no se conocia ningun mutante re
lacionado con el sistema reductor de nitrato en algas ver-
des y plantas superiores. En este trabajo se presenta la

obtencidén y caracterizacidén de mutantes del alga verde

Chlamydomonas reinhardi, carentes de crecimiento en nitra-

to.

La nitrato reductasa de Chlamydomonas reinhardi es




un complejo enzimdtico que reducg el nitrato a nitrito
usando NADH comb donador de eiectfones. Dicho enzima
posee dos actividades que actuan secuencialmente y se
pueden ensayar por seﬁarado. De la primera es responsa
ble una diaforasa que cataliza la transferencia de
electrones desde el NADH hasta varios aceptores de
electrones como citocromo é; DPIP, ferricianuro, etc.
La segunda (actividad terminal) reduce al nitrato uti-
lizando los electrones suministrados por el NADH a tra
vés de 14 diaforasa o; directamente, por algunos com -
pﬁestos reducidos quimicamente con ditionito (FMNHZ,
MVH, etc.). E1 cOmﬁlejo; de alto peso molecular
(500.000), es una flavo?roteina que contiene molibdeno

(35-37).

E1l NADH ha sido descrito como el donador fisio
1§gico primario y casi exclusivo ﬁara la reduccién en-
zimé£ica de nitrato; en la’mayoria de las algas verdes
y plantas superidres (1-4). Se 1le habia prestado poca
atencién al NADPH, probablemente por considerérsele el
donador de electrones'peculiar de la nitrato reductasa

de hongos (2,4). En células de Chiofella fusca y Ankis-

trodesmus braunii cultivadas en deficiencias de nitrd-

~geno, se ha encontrado recientemente una nitrato reduc-



tasa que usa NADH y NADPH (38,39). Resultados similares
se han comunicado para la nitfato.reductasa del alga

termoacidéfila'Cyénidium‘caldarium (40), y para el enzi

ma de la levadura Rhodotorula glutinis (41). En hojas

de soja y pléantulas de arroz se han podido aislar dos
nitrato reductasas, una de ellas utiliza NAD(P)H.mien -

tras otra usa exclusivamente NADH (42-44).

La nitrato reductasa de Chlamydomonas reinhardi

se ha descrito como un.enzima dependiente de NADH (45).
En el presente trabajo se describe la caracterizacifn

de la nitrato reductasa de Chlamydomonas reinhardi,

6145 ¢ que usa NADH 6 NADPH como donador de electrones,
asi como de la diaforasa de un mutante (obtenido a par-
tir de esa estirpe)'carente de actividad nitrato reduc-

tasa, que utiliza también ambos donadores.

En 1964 los estudios 1llevados a cabo con mutan-

tes de Aspefgillus”nidulans, sugirieron la presencia de

un componente esencial para la actividad de la nitrato
reductasa y xantino deshidrogenasa, que seria comln pa-
ra ambos enzimas y diferente de las correspondientes

proteinas estructurales (29).

[N



Posteriormente se deScub;ié que los extractos de

diversos organismos como Neurosﬁora (27), Aspergillus

(33), numerosas bacterias (46) y varios molibdoenzimas
(47,48) contenian un cofactor capaz de restaurar la acti

vidad NADPH-nitrato reductasa del mutante nit-1 de Neuros-

pgzg; Este cofactor es de naturaleza peptidica (491,.c0n
un peso molecular entre 1000 y 10000 (31,49), es sensi -
ble al tratamiento térmico a 45°C (50) e insensible a
tripsina y proteasa (46;50); y contiene molibdeno (49,51,
52). . | |

En este trabajo se'presentan resultados que indi-
can la existencia de un cofactor, en extractos de Chlamy-

~'domonas reinhardi, 6145 ¢ cultivada en amonio que restau-

ra la actividad NADPH-nitrato reductasa de los extractos

del mutante nit-1.

La nitrato reductasa de Chlamydomonas es un enzi-

ma interconvertible que puede existir en una forma reduci
da, inactiva o en forma oxidada activa (4). La intercon -
versidén de la especie activa en la inactiva se ha podido

observar in vitro o in vivo, y se ha localizado en la ac-

tividad terminal del enzima (45,53).
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Actualmente; no esta aclarado el mecanismo por el
que los electrohes del NAD(P)Hliﬂéctivan la nitrato reduc
tasa terminal, discutiéndose eliposible papel de la acti-
vidad diaforasa en el proceso de inactivacién. Asi, se ha-
visto, en esﬁinaca; que la destruccién de la actividad
diaforasa por tratamiento térmicoé disminuye grandemeﬁte
la capacidad de inactivacién del enzima por NAD(P)H (54).
Sin embargo, la inactivacidén casi completa de la diafora-
sa, producida por tratamiento con QfHMB; no impide que el
NAD(P)H inactive a la nitrato reductasa terminal en pre -

~sencia de FAD (55):

En este trabajo se presentan resultados de la

inactivacién de la nitrato reductasa de un mutante de

encontridndose que la mutacidén ha provocado a la vez la

pérdida de la actividad diaforasa y de la capacidad de

inactivacién in vivo e in vitro de la nitrato reducta-

sa terminal.



~Ap -

1. ORGANISMOS EMPLEADOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

1.1. Cultivo de las células de Chlamydomonas

1.1.1. Condiciones de cultivo standard

Las células de Chlamydomonas reinhardi, estirpe

21 gr, y 6145 ¢ cedidas por la Dra Sager (Hunter College,
New York) se cultivaron a 23°C con iluminacidén continua
de 3000 lux, suministrada por tubos fluorescentes de luz

blanca.

El medio de cultivo fué el mismo descrito por
Sueoka (56) y contenia por litro: ClNH4, 0,5 g; PO4HK2,

1,44 g; PO,H, K, 0,72 g; SO Mg.7H20, 0,02 g; ClZCa.ZHZO,

472 4
0,01 g; solucidén trazas de Hutner, 1 ml. Cuando se usa
Ton NOSK (0,4 g), © NOZK (0,17 g ) como fuente de nitro
geno, se afiadié para compensar el Cl1 , 0,2 de C1K. La
solucidén trazas de Hutner (57) contenia por litro:
B04ﬁ3, 11,4 g; C1
Co.6H

Mn.4H,0, 5,1 g; SO4Fe.7H20, 5 g;

2
0, 1,6 g; SO

2

cl Cu.5H,0, 1,6 g; Mo,0,, (NH,).4H,0,

2 2 4 2
1,1 g. E1 medio sélido contenia ademds agar al 1,75 por

ciento.

En los experimentos de caracterizacidn de mutan

‘tes, todas las estirpes (incluido el tipo silvestre) se



cultivaron en medios con ClNH4 16 mM para obtener
masa de células. Estas se reéogicron, por centrifu
gacidén, en fase exponencial de crecimiento y una
vez 1aVadas se pasaron a medios con NOZK 2 mM,
manteniéﬁdose durante seis horas para permitir la

desrepresidn de la nitrato y nitrito reductasas.

Las algas se cultivaron en tubos de 250 ml
por los que se hizo pasar borboteando una corriente
de aire enriquecido con un 5% (v/v) de €O, que sirvibd

como fuente de carbono.

Para la caracterizacidon mis completa del mu-
tante 104 y estudios de regulacidn del mutante 305 de

Chlamydomonas, éstos y el tipo silvestre se cultivaron

en medios con amonio en frascos de Roux de 1 1. La des
- represidn de los enzimas se 1llevd a cabo en medios con

NOSK 4 mM durante 6 horas.

1.1.2. Condiciones especiales de cultivo

Cuando se estudid el efecto del hierro en la
actividad enzimidtica del mutante 104, se omitid el me -
tal en la preparacidén de la solucidén de trazas, afiadien
dose luego las concentraciones de S0, Fe indicadas. Para
minimizar el aporte de hierro por el indculo, las célu-

las utilizadas se cultivaron repetidas veces en medios



— 414bp.

carentes del metal.

1.1.3. Mantenimiento de las estirpes en medio sdélido

Todas las estirpes se sembrarbn en medio sdlido
con amonio y se expusieron a ia.luz durante 3 § 4_dias
paré permitir un buen.crecimiento. Luego, las células se
trasladaron a luz difusa, a temperatura ambiente, o bien
~a la oscuridad, entre 5°y 10°C. El proceso se repitid

cada dos meses.

1.2. Cultivo del micelio de Neurospora

Los micelios de Neurospora crassa, tipo silvestre

-988 - y estirpe mutante nit-1 -54- (procedentes del Fungal
Genetics Stock Center, Arcata, California, U.S.A.) se cul-
tivaron a 25°C en la oscuridad en erlenmeyers de 2 litros,

con agitacidén continua.

El medio de cultivo usado contenia por litro:
Sacarosa, 20 g; Tartrato sddico potédsico, 2,5 g; PO, H, K,

3 g; SO,Mg.7H,0, 0,5 g; Cl1,Ca.2H,0, 0,13 g; ClNa, 0,1 g;

2
Biotina, 5 ug; Solucidén de trazas de Fries, 1 ml (58).
Como fuente de nitrdgeno se empled NOSK, 5 g; 6 ClNH4,

4 g. En el medio sb6lido se utilizd NOSNH4, 4 g. La solucibn
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de trazas de Fries contenia por litro: SOAZn.7H20,

8,8.g; Cl1,Fe,6H,0, 0,96 g; C1,Cu.2H,0, 0,34 g; Tetra

3 2 2 2
borato sédico.TOHZO, 0,088 g; ClZMn,4H20, 0,072 g;
Mo7024(NH4)4.6H20, 0,064 g. El medio sélido contenia

ademas agar al 1,5% (59).

Para obtener masa de micelio se sembraron espo
ras en tubos con medio sélido. Al cabo de 3 6 4 dias se
suspendieron las esporas producidas en estos tubos en
medio liquido esteril,con amonio, se inocularon en 1 litro
de este mismo medio y se dejaron crecer durante 48 hiras.
Para preparar el enzima inducido de la estirpe nit-1, 1los
micelios se recogieron por filtracidn a través de gasa,
se lavaron con agua destilada hasta la eliminacidn del
amonio, se transfirieron a un litro de medio liquido este
ril con nitrato y se dejaron con agitacidén continua, en

estas condiciones, durante 3 horas.

2. ENZIMAS

2.1. Obtencidn de extractos crudos de Chlamydomonas

reinhardi

2.1.1. Recoleccidn de células

Las células de Chlamydomonas, tipo silvestre y
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mutantés, se fecogieron, en fase exponencial de creci-
4miento, por centrifucacidén a 16.000 x g durante_10 min,
se lavaron con tampdén Tris 10 mM, pH 7,5, y se sometie
ron a una nueva centrifugacidén a 27.000 x g dufante 10

min.

2.1.2. Pr’eparacio’An de extractos aceiulares

Las células recogidas, en ias condiciones antes
descritas, se trituraron en morteros, alGmina en la prg
porcidn de 3 g de altmina por gramo de peso fresco de cé
lulas. El1 material roto se extrajo con tampdn Tris-ClH
0,05 M., pH 7,5, en la proporcidn de-S ml de tampén por
gramo de peso fresco dé células. El homogenado obtenido
se centrifugd a 27.000 x g durante 15 minutos uséndose

el sobrenadante como fuente de enzima.

Cuando se partié de una masa grande de células,
las células lavadas se mezclaron con tampdn Tris-C1H,
0,05 M. pH 7,5, 20 M en FAD, (10 ml de tampdn por gra-
mo de profresco) y se rompieron por sonicacidn 'a 90 W
durante 25 segundos, en porciones de 40 ml. El homogenea

do obtenido se centrifugd como en el caso anterior.



En experimentos de complémentacién in vitro,
después de 1la centrifugacién; las células de Chlamy-
domonas se mezclaron con perlas de vidrio de 0,25-0,30
mm @ (10 ml de perlas/g de peso fresco de células) has
ta formar una pasta homogénea. Esta preparacidn se so-
metid a vibracidén a alta velocidad durante 5 minutos.n
E1l homogenado resultante se lavé con tampdén fosfato

2 -4

potdsico, pH 6,5; 10 ° M NO M MoO,Na

3 47722
dose el sobrenadante a través de gasa para retener las

Na; 10

perlas de vidrio. Se obtenian asi unos 2 ml de extracto

por gramo de peso fresco de células. El filtrado se cen

trifugd a 27.000 x g durante 10 minutos, recogiéndose
el sobrenadante como fuente de enzima. Todas las opera-
ciones anterioriormente descritas se realizaron entre

0°C y 4°C.

2.2. Obtencidén de extractos crudos de Neurospora crassa

filtran

—4Y-

2.2.1. Recoleccidén de micelio

Para obtener los extractos acelulares de Neuros-

pora (tipo silvestre y nit-1) el micelio se recogid por
filtracibén a través de gasa y se lavd varias veces con
agua destilada. El rendimiento obtenido fué de 5-10 g

de micelio por litro de medio de cultivo.



2.2.2. Preparacidén de extractos -acelulares

El micelio se triturd en un mortero con aldmina
en la proporcidén de 3 g de alimina por g de micelio. La
pasta obtenida se suspendié en tampdn fosfato potédsico
0,1 M, pH 7; 5 mM en EDTA; 1% de ClNa (5 ml/g de micelio)
y se mantuvo 30 minutos a 0°C. Después se centrifugd a
27.000 x g durante 30 minutos y el sobrenadante se usd

como fuente de enzima.

2.3. Purificacibn de enzimas

2.3.1. Purificacidén de la nitrato reductasa del tipo sil-

vestre de Chlamydomonas

'a) Precipitacidn con sulfato de estreptomicina.

Al extracto crudo obtenido segin se indicd en 2.1.2. se
le afiadié, gota a gota y con agitacién continua, sulfato
de estreptomicina (73 mg/ml, pH 7) en la proporcidn de

1 ml por cada 10 ml de extracto. Tras 10 minutos a 0°C,
con agitacidén intermitente, se centrifugd a 27.000 x g
durante 10 minutos y se recogio el sobrenadante (fraccidn
I1). Esta preparacidn se utilizd preferentemente en la ca-
racterizacidn de las actividades enzimidticas de los mutan

tes.
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b) Pretipitééién con sulfato amdnico.
El sobrenadante anterior se precipitd con sulfato amdnico
hasta el 45% de saturacién. Después de mantener la mezcla
durante 15 minutos a 0°C, con agitacidén intermitente, se
centrifugé a 27.000 x g, 10 minutos. Se descartd el sobre
nadante, y el precipitado se redisolvid en el mismo tam-
pon de extracciéﬁ (un volumen igual a la quinta parte del

de la fraccidn I).

En los experimentos de centrifugacién en gradien
te de sacarosa, el precipitado se redisolvid en la mini-
ma cantidad de tampdn, y el exceso de sulfato amdénico se
elimind con una columna de Sephadex G-25 equilibrada con
el mismo tampdén. El1 tampdén empleado en estos experimentos

fué Tris-C1H, 0,05 M, pH 7,5; 10 mM en NO.K; 1 mM en EDTA;

3
10 uM en FAD.

c) Adsorcién en gel de fosfato cédlcico.

A la preparacién obtenida por precipitacién con sulfato

amonico (fraccién II) se le aﬁadié lentamente y con agi-
tacidn suave, una suspensidén de gel de fosfato cdlcico
(10 mg/ml1) en lé proporcidén de 3 mg de gel por mg de pro-
teina presente en la preparacidn enzimitica. Después de

10 minutos a 0°C, con agitacidén intermitente, la mezcla
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se centrifugdé a 4.000 x g durante 5 minutos. El precipi

. tado obtenido se resuspendid con tampdn fosfato potédsi-

co 0,2 M, pH 7,5; 1 mM en EDTA (un volumen de tampdn

igual al de la fraccidn II).

2.3.2. Purificacién de los enszimas de los mutantés 104
y 306
Incluy6é los mismos pasos que la del tipo silves
tre, excepto que la precipitacidén con sulfato aménicorfué

hasta el 60% de saturacién.

2.4, Determinacidn de actividades enzimiticas

2.4.1. Detérminacién de actividades enzimdticas de Chla-
mydomonas
La»éctividad NAD(P)H-nitrato reductasa se deter-
miné por dos procedimientos. Uno de»ellos-consistia en se

guir espectrofotométricamente (a 340 nm) la desaparicidn

de piridin nucledtido reducido, estequiométrica con la re

duccidn de nitrato. La mezcla de reaccidn contenia, ademis
de la preparacidn enzimitica, 200 pmoles de Tris-C1H,

pH 7,5; 10 umoles de NO;K, y la cantidad de piridin nuclég
tido reducido indicado en cada caso, en un volumen final

de 2 ml. La reaccidn se empez{ afiadiendo el nitrato.
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El otro prbcedimiento consistié en medir colorimétricamente
el nitrito formado por reduccién enzimdtica del nitrato (60).
En este caso, la mezcla de reacci6én contenfa, ademds del en
zima, 100 moles de Tris-ClH, pH 7,5; 10 umoles de NO K y
0,3 ypmoles de NAD(P)H,en un volumen final de 1 ml.La reac-
cién se realizé a 30°C, termindndose por acidificacién de la
mezcla. El nitrito aparecido se determiné como se indica en

3.6. (61).

La actividad NAD(P)H-citocromo c reductasa se deter
min6é siguiendo espectrofotométricamente el cambio de color
que acompafia a la reduccién del citocromo c (62, 63). La mez
cla de reaccidén contenia, ademds de la preparacién enzimiti-

ca, 200 pymoles de Tris-ClH, pH 7,5; 0,12 pmoles de citocromo

"cy 0,6 ymoles de NADH 6 0,3 pymoles de NADPH, en un volumen

final de 2 ml. La reaccién se 1llevé a cabo a temperatura am-

biente.

La actividad nitrato reductasa terminal se determi-
né midiendo el nitrito formado a partir del nitrato, en pre
sencia de FMN 6 MV quimicamente reducidos con hidrosulfito

(64). La mezcla de reaccidén contenia, ademids del emzima,

100 pymoles de Tris-ClH, pH 7,5; 0,2 umoles de FMN 6 0,15

moles de MV; 4,6 pmoles de 8204Na2 y 9,2 umoles de COSHNa,
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en un volumen final de 1 ml. La reacci6n se llevd a cabo
a 30°C y se termin6é agitando fuertemente la mezcla de reac
ci6én hasta oxidar completamente el ditionito. El nitrito

formado se determiné como se indica en-3.6. (61).

La actividad MVH-nitrito reductasa sé defefminé
seglin el método de Ramirez et al. (65). La mezcla de reac-
cibn contenia; en un volumen final de 2 ml, ademds del en-
zima, 150 ymoles de Tris-ClH; pH 7,5; 4 umoles de NOZNa;
1;5 ymoles de MV y 0,3 ml de una solucidén que contenié 145
ymoles de S,0,Na, y 300 ymoles de CO;HNa por ml. La reac-

- cibn se 1llevd a cabo é 30°C, y se terminé agitando vigoro-
samente hasta la oxidacidn comﬁleta del ditionito. El nitri
to se determiné como se indica en 3.6. (61) en una alicuota
que conteﬁia la centésima parte del nitrito presente en la
"mezcla de reaccién y se calculé la cantidad de nitrito desa
parecido empleando como referencia otra mezcla idéntica en

la que se omitid el enzima.

2.4.2. Determinacidén de actividades enzimdticas de Neurospora

La actividad NADPH-nitrato reductasa se estimdé en una
mezcla de ensayo de 1 ml que, ademds de la preparacibén enzi-
matica, contenia 100 ﬁmoles de tamp6n fosfato potésico, pH 75

10 umoles de NO,K; 0,02 umoles de FAD y 0,3 pmoles de NADPH.
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La reaccibén se llevé a cabo a 30°C y se termin6 por
acidificacidn, determinindose a continuacién el nitrito

aparecido (66,67).

Paré determinar la actividad NADPH-citocromo ¢
reductasa, la mezcla de ensayo incluia, en un vglﬁmen
final de 2 ml, 200 umoles de tamp6n fosfato potdsico,
pH 7; 0,24 uymoles de citocromo c; 0,6 umoles de NADPH,
ademés del enzima. La reaccién se sigui6 espectrofotomé
tricamente por incremento de la absorbancia a 550 nﬁ pPTro

ducido por la reduccién del citocromo c (66,67).

La actividad MVH-nitrato reductasa se determind
en una mezcla de ensayo de 1 ml de volumen final que con
tenia; ademds del enzima, 100 umoles de tampén fosfato po
tésico, pH 7; 10 ﬁmoles de NOBK; 0,1 umoles de MV; 4,6
pmoles de S,04Na,; ¥y 9;2 umoles de COSHNé. La reaccién se
11ev§ a cabo a 30°C y se termind por agitacidn vigorosa
hasta la oxidacién completa del ditionito. Posteriormente

se midi6é el nitrito formado (61).

2.4.3. Determinacidn de otras actividades enzimdticas
La actividad lactato deshidrogenasa se estimd

siguiendo espectrofotométricamente la desaparicién de
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NADH en una cubeta que contenia, en 2 ml de volumen fi
nal, 200 umoles de tampén Trietaﬁolamina, pH 6; 4 umoles

de piruvato; y 0,3 umoles de NADH, ademds del enzima.

Se define una unidad enzimdtica como la cantidad
de enzima capaz de transformar un umol de sustrato en un
minuto. La actividad especifica se expresa en unidades de

enzima por miligramo de proteina.

3 TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICOS

3.1. Determinacidn de coeficientes de sedimentacién por

centrifugacién en gradiente de sacarosa

Los gradientes se prepararon con sacarosa del 5%
al 20% (desde el menisco al fondo) disuelta en tampdn

Tris-ClH 0,05 M, pH 7,5; 10 mM en NO.K; 1 mM en EDTA;

3
10 ﬂM en FAD, hasta un volumen de 3,3 ml. Se colocaron
0,2 m1 de la preparacibn enzimidtica correspondiente, en
cada uno, y se centrifugaron a 45.000 r.p.m. en un rotor
de receptdculos basculantes SW 56 Ti, durante el tiempo
que se indica en cada caso. Acabada la‘centrifugacién, se

recogieron fracciones de 0,15 ml y se determinaron las

actividades enzimidticas correspondientes,
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Los coeficientes de sedimentacién se clacularon

por el método de Martin y Ames (68), usando como marca-

dores: ovoalbﬁmina (50 mg/ml) con S,, 3,66S, y lac-

W

s

tico deshidrogenasa (50 U/ml) con So0w = 7,458, disuel
b

tos en el mismo tampén usado para preparar los gradientes.

rasa del mutante 104,se estimaron por filtracién en gel
_seglin el método descrito por Andrews (69), utilizando una
columna de Agarosa Bio-Gel A-1,5 m (65,5 cm altura x 1,5
cm @) equilibrada con tampdén Tris-C1H 0,1 M, pH 7,5; 1 mM
en EDTA; 20 uM en FAD. Las proteinas marcadoras y los en-
zimas se eluyeron con el mismo tampén a un flujo de

12 ml/hora. Se recogieron fracciones de 3 ml con un colec-
tor automdtico. Las preparaciones enzimidticas empleadas

fueron las correspondientes ai eluato del gel de fosfato.

’Las proteinas usadas como marcadores fueron: y-glo
bulina humana, fraccién II (PM = 160.000); seroalblimina
bovina (PM = 68.000); ovoalbGmina (PM = 43.000); a-quimo -
tripsinégeno de pancreas bovino (PM = 23.600) y citocromo S

de corazén de Caballo; tipo IIT (PM = 12.400). Para determi



nar el volumen de elucién de los marcadores, se midié
su absorbancia a 280 nm, excepto el citocromo c que se
determino a 412 nm. El1 volumen vacio de 1la columna se

estimé con azul dextrano.

3.3. Obtencién y seleccién de mutantes afectados en el

sistema reductor de mitrato

3.3.1. Condiciones de mutagénesis

Células de Chlamydomonas reinhardi, estirpes 21 gr
y 6145 ¢, tomadas de un cultivo en fase logaritmica de cre

6 7

cimiento (10~ a 10’ células/ml) se resuspendieron en un VO

lumen adecuado de tampdén Tris-maleico 0,2 M, pH 6, hasta

7 células /ml.Posterior-

alcanzar una concentracién de 10
mente se afiadid nitrosoguanidina hasta obtener una concen
tracién final de 100 yg/ml (70) y se matuvieron a tempera
ra ambiente durante 15 minutos. Tras este tiempo de trata
miento quedaron alrededor de un 10% de células supervivien
tes. Depués se siguieron dos procedimientos distintos para
la obtencién de mutantes. Uno consisti6é en sembrar, en plg'
cas de Petri conteniendo medio con amonio, alicuotas de la
suspensidén que contenia la nitrosoguaniainé, diluyendo 104
veces. En el otro procedimiento, las células tratadas con

nitrosoguanidina se centrifugaron y resuspendieron en medio

de cultivo. Esta nueva suspensién se distribuy6 en varios
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tubos con 20 ml de medio de cultivo con dcido aspéartico

0,5 mM como fuente de nitrbgeno, en los que pefmanecie—

ron las células durante 24 horas en la luz y con borbo-

teo de aire y CO2 como se ha descrito anteriormente (1.1.1.).
Tras ese periodo de tiempo, se le afiadi6 a cada tubo C1O,K
hasta alcanzar una concentracién 100 mM, y en estas condicio
nes se mantuvieron las células otras 24 horas. Después, se
senbraron alicuotas de 0,5 ml en placas de Petri que conte-

nian medio de cultivo con amonio como fuente de nitrégeno.

3;3.2..Selecci6n de los mutantes

Las placas con amonio en las que se habian senbra-
do las células procedentes de cualquiera de los dos trata-
'miéntos anteriores, se mantuvieron a la luz durante 7-10
dias hasta que se formaron colonias verdes aprecialbes.
Estas se replicaron con ayuda de mondadientes estériles,
en placas con NO%, NO% y NH+, y se dejaron crecer a la luz.
Se seleccionaron como mutantes aquellas estirpes que crecie
ron bien en amonio, pero no alguna de las otras dos fuentes

de nitrdégeno.

3.4. Determinaciones espectrofotométricas

Los coeficientes de extincién molar son: para el
NADH y NADPH (340 nm) 6,2 x 103; para el citocromo c redu-
cido (550 nm) 28 x 107, para el DPIP oxidado (620 nm)

21 x 10, y para el ferricianuro (420 nm) 10°.



Se usaron cubetas de .1 cm de paso de luz, excepto
para medir velocidad de desaparicién de NAD(P)H, a concen
traciones muy bajas ( 5 M) en cuyo caso se utilizaron

cubetas de 4 cm de paso de luz.
Los productos-coloreadoé que se forman al valorar
el nitrito o la proteina, se midieron a 540 y 500 nm, res

pectivamente.

3.5. Medida del crecimiento celular de Chlamydomonas

Se hizo midiendo la turbidez a 660 nm, o por con-

teo de células al microscopio.

3.6. Determinacidén de nitrito
El nitrito se determiné por la reaccién de diazota
cién de Griess-Ilosway, seglin la técnica propuesta por

Snell y Snell (61).

3.7 Determinacidén de proteina
La proteinaise determiné por el método de Lowry
(71) usando seroalbtmina como standard, o bien por el mé

todo de Warburg y Christian (72).
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4. REACTIVOS Y APARATOS

4.1. Reactivos empleados

Los siguientes compuestos: NADH, NAD+, NADPH, NADP™,

FAD, FMN, Citocromo c, p-HMB, Tris, fueron adquiridos a
SIGMA, San Luis, U.S.A. El MV, la ovoalbfimina, seroalbtimina,

-quimotripsindgeno,  -globulina y la nitrosoguanidina, pro-
cedfan de SERVA, Heidelberg, Alemania, y MANN, Nueva York,
U.S.A; El resto de los compuestos utilizados fueron de grado
analitico y se adquirieron a PHARMACIA, Upsala, Suecia;
MERCK, Darmstad; Alemania; RIEDEL, Hannover, Alemania; BDH,
Poole, Inglaterra; CARLO ERBA, Milan, Italia. El agua se
desionizé mediante un cambiador idénico SETA R-100, serie

2/67, o en un destilador DRA. El1 CO., empleado en el cultivo

2
de las células fué suministrado por COROMINA INDUSTRIAL,

Sevilla;

4.21'A§arat03'Utilizédos

Las células se rompieron en un vibrador Buhler,
modelo Vi 2, o por sonicacidén con un sonicador Branson,

modelo B-12 de 20 Kciclos/seg.

La centrifugaciones se hicieron en centrifugas

refrigeradas Sorwall RC2-B y Beckman J-217-B.



Los gradientes de sacarosa se prepararon con un
mezclador disefiado por Buchler Instruments, y se centri
fugaron en una ultracentrifuga Beckman Spinco,modelo

L2-50B.

Las fracciones se recogieron automidticamente
empleando un colector de fracciones Ultrorac 7.000, LKB,
sacidndolas del tubo del gradiente con un Densi-Flow, di-

sefiado por Buchler.

en un incubador New Bruswick, modelo G-25.

Las determinaciones espectrofotométricas se hicie
ron en modelos Beckman DK2A y PYE-Unicam SP 1.800 con re-
~gistro automdtico. Las medidas colorimétricas en la zona
visible se hicieron empleando colorimetros Spectronic 20

y 700 de la casa Baush and Lomb.

Las medidas de pH se hicieron en un aparato de es

cala expandida Metrohm-Herisau, modelo E-512.



7. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES DE Chlamydomo-

nas reinhardi AFECTADOS EN EL SISTEMA DE REDUCCION DE

NITRATO

Para la obtencién de mutantes de Chlamydomonas ig

capaces de crecer en nitrato, se usaron dos procedimien -
tos. E1 primero consistié en la consecucidén de mutantes
con nitrosoguanidina y deteccidén de los mismos una vez
crecidos en placas de petri con medio sé6lido con\amonio.
El otro método incluy6, ademds, un posterior enriqueci -
miento dél cultivo en células deficientes ya en nitrato
feductasa, en las condiciones que se describen a continua
cién. Por el primer método se obtuvieron los mutantes:

408, 409, 412, 510 y 514, y los restantes se consiguieron

con el segundo procedimiento.

1.1. Enriquecimiento del cultivo en células mutantes, de-

Para este tratamiento se us6 el ClO;K, que habia
sido descrito como agente téxico para bacterias y hongos
normales, debido probablemente a su reduccibén, catalizada
por la nitrato reductasa; hasta alglin producto venenoso
para la célula (45,73,74). Asi, los mutantes no serian
sensibles al efecto tdxico del derivado del clorato, por

- carecer de nitrato reductasa activa.
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Para comprobar si el efecto del clorato sobre las
células normales se debe a la gxiétencia de una nitrato
reductasa activa, y no a causas inespecificas, se disefi6
un experimento cuyos resultados aparecen en la Tabla I.
El C10;K s6lo inhibid el crecimiento de las células culti
vadas con dcido aspirtico como fuente de nitrégéno; sus -
tancia que no reprime la sintesis de la nitrato reductaéa

en Chlamydomonas. En presencia de amonio, represor nutri-

cional de la nitrato reductasa (75), el C103K no impidid

el crecimiento normal de Chlamydomonas. El aspdrtico se

~usa como fuente de nitr6geno, en vez de nitrato, para las

células potencialmente deficientes en nitrato reductasa.

1.2. Caracterizacién de mutantes .de Chlamydomonas reinhar-

di afectados en el sistema reductor de nitrato

Estos mutantes se seleccionaron por su ausencia de

crecimiento en nitrato y crecimiento normal en amonio.

En la Tabla II se presentan los resultados de la
caracterizacibén de las actividades del sistema reductor de
nitrato en los mutantes obtenidos. Se puede observar que
la actividad NADH-citocromo c reductasa es menor en todos
los mutantes que en‘el tipo silvestre, con la excepcidn de

~la estirpe 514, y presenta valores muy diversos en los dis
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tintos mutantes. Adoptando el criterio de considerar defi-
cientes en 1la éctividad diaforasa a aquellas estirpes con
menos del 20% de la del tipo silvestre, escogeriamos como
tales a los mutantes 103 y 305, y de una forma menos clafa
al 412. La actividad FMNHZ-nitrato reductasa se ha perdido
en todas las estirpes mutantes, excepto en las 305, 510 vy
514. Conviene destacar, que esta actividad alcanza en el
mutante 305 un valor doble del exhibido por el tipo silves
tre. La pérdida de la actividad NADH-nitrato reductasa es
general én todas las estirpes mutantes, con la excepcidn
de las 510 y 514, que conservan niveles normales. La acti-
vidad MVH-nitrito reductasa se conserva en todos los mutan
tes analizados; y a veces es muy superior al nivel encon -
trado para el tipo silvestre. En resumen, hay una mayoria
de mutantes que han perdido_la actividad FMNH, -nitrato Te-’
ductasa, pero conservan niveles mds o menos altos de NADH-
citocromo s reductasa. Dos de ellos poseen niveles muy ba-
jos~de ambas actividades (mutantes 103 y 412), y s6lo una
estirpe (mutante 305) conserva activa 1la FMNHZ—nitrato re-
ductasa; habiendo perdido la actividad NADH-citocromo c re
ductasa. Es interesante destacar el caso de los mutaﬁtes
510 y 514 que a pesar de crecer bien en nitrato y nitrito,
conservan niveles normales de todas las actividades del

sistema reductor de nitrato (Tabla III).
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Con objeto de obtenér»evidencia de si-la diafora-
sa presente en varios mutantes era una parte dé la nitrato
reductasa del tipo silvestre, se cultivaron los mutantes y
el tipo silvestre 6145 c en medios con nitrito o amonio Yy
se compararon las actividades presentes en las células en
uno y otro medio. Los resultados de este exéerimento>se
muestran en la Fig. 1. Cuando las células se han cultivado
en amonio, el nivel de NADH-citocromo c reductasa es muy
bajo tanto en el tipo silvestre como en los mutantes 301y
307, si se compéra con el que se obtiene en las células
cultivgdas en nitrito. Conviene destacar que el mutante
305, considerado como deficiente en la NADH—diaforaSa,
tiene; cuando se cultiva en nitrito, una actividad prédcti-
caﬁente igual a la encontrada en las células cultivadas en

amonio.

1.3. Caracterizacién de la nitrato reductasa del tipo sil-

vestre y mutantes, en gradientes de sacarosa

Cuando se centrifugaron en gradientes de sacarosa,
durante 12 horas, extractos del tipo silvestre de Chlamy -

‘domonas reinhardi, 21 gr, aparecieron asociadas en la mis-

ma fraccidén las actividades NADH-citocromo C reductasa,
MVH-nitrato reductasa y NADH-nitrato reductasa (no se mues

tra esta Gltima actividad), calculdndose un coeficiente de



sedimentacién de 10 S para el complejo enzimdtico portador

de dichas actividades (Fig. 2).

En la Fig. 3 se representa el comportamiento, en
gradiente de sacarosa; de la diaforasa de varios mutantes
carentes de actividad FMNHZ—nitfato reductasa. Se ha calcu
lado un coeficiente de sedimentacién de 3,4 S para el enzi
ma de la estirpe 102 y de 3,55 S para las estirpes 104 y

307. Para el enzima del mutante 305 de Chlamydomonas, ca -

rente de "actividad diaforasa, se encontr6é un coeficiente
de sedimentacidén de 8,3 S (Fig. 4). Todos estos valores de
coeficientes de sedimentacidén se calcularon con respecto a

la ovoalblmina (3,66 S) y la léactico deshidrogenasa.(7,458);

En la Tabla IV se presentan agrupados los valores
de coeficientes de sedimentacidén para los enzimas de va -

rias.estirpes mutantes y del tipo silvestre de Chlamydomo-

'ﬁég; Es notable; la gran diferencia existente entre los

coeficientes de sedimentacién de la nitrato reductasa del
tipo silvestre (10 S) y de las diaforasas de los mutantes
102, 104 y 307 (3,5 S). Por otra parte existe poca dife -
rencia entre el coeficiente de sedimentacién de la nitra-
to reductasa del tipo silvestre y el del enzima con acti-

“vidad nitrato reductasa terminal del mutante 305 (8,3 S).



Cuando la nitrato reductasa del tipo silvestre de

Chlamydomonas reinhardi (6145»E)’se sometié a centrifuga-
cién envgradiente de sacarosa, las actividades se distri-
buyeron a lo largo del gradiente, como se muestra en la
Fig. 5. La NADH-citocromo c reductasa aparecid separada
en dos picos de actividad. El1 mds pesado se encuentra aso
ciado al pico de actividad MVH-nitrato reductasa y tém -
bién al de NADH-nitrato reductasa (este Tiltimo no mostra-
do). E1l otro; mucho méds ligero, presenta mis actividad
que el ﬁrimero y coincide con el pico de actividad NADH-
citocromo ¢ reductasa de los mutantes carentes de activi-
dad nitrato reductasa terminal. En la parte central de la
figura, se presenta el resultado de la centrifugacién en

~gradiente de sacarosa de la nitrato reductasa del tipo
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silvestre tratada con 1ipasa (2 mg/10 ml de extracto enzi .

" 'mitico) a 09C; durante 3 horas. Se aprecia la pérdida del
pico mis pesado de actividad NADH-citocromo g reductasa,
asi como de la actividad MVH-nitrato reductasa. Sin embar
~go, el area del pico ligero sufre un aumento de un 20%

respecto al del enzima no tratado.



2. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS PROPIEDADES DE LAS DIAFORA-.

SAS DEL MUTANTE 104 Y DEL TIPO SILVESTRE, 6145 ¢ DE

‘Chlamydomonas reinhardi

2.1, Actividadesﬁenziméticas.delvmutante'104 de Chlamydo-

. monas

En la Tabla V se presentan los valores de activi-
dades enzimdticas del complejo reductor de nitrato del mu

tante 104 y tipo silvestre de Chlamydomonas. En el mutan-

te han desaparecido las actividades FMNH,-nitrato reducta
sa y NADH-nitrato reductasa; conservando, sin embargo, un
nivel alto de actividad NADH-diaforasa. Curiosamente, la
nitrito reductasa tiene un valor muy superior al del tipo

silvestre.

2.2. Donadores de electrones de la diaforasa del mutante

" 104 y de 1la nitrato reductasa del tipo silvestre de

::ChlamyddmdﬁaS’

Se han ensayado el NADH y el NADPH como donado -

res de electrones de la nitrato reductasa del tipo sil -

vestre de Chlamydomonas. Los dos piridin nucleétidos re-

ducidos fueron igualmente efectivos como donadores de
electrones para la reduccién de nitrato a nitrito cuando

se empiearon a una concentracidén de 0,3 mM (Tabla VI).



Resultados similares se obtuyieron con las diafora-
sas del mutanté 104 y tipo sil&esfre (Tablas VII y VIII).
La velocidad de reduccién de citbcromo c fué muy similar
usando NADH o NADPH como donador de electrones en 1la reaé?

cidén catalizada por la diaforasa de ambas estirpes.

Si embargo, la afinidad de la nitrato reductasa
del tipo silvestre por los dos piridin nucleétidos, fué
distinta. En la Fig. 6 se muestra el efecto de la concen-
tracién de NADH y NADPH sobre la velocidad de reduccidn
de nitrato, catalizada por la nitrato reductasa. De dicha
representacidn se deducen valores de KM de 8 uM y 37 uM,

para el NADPH y NADH, respectivamente.

En la Fig. 7 se representa el efecto de la concen
tracién de ambos piridin nucleétidos reducidos sobre la
reduccidn de citocromo ¢, catalizada por la diaforasa del

tipo silvestre de'Chlamyéomonas. Los valores de Ky calcu-

lados en este caso fueron 25 uM para el NADPH y 50 uM pa-
ra el NADH; E1 mismo tipo de representacién se muestra en
la Fig; 8 para la reaccidn catalizada por la diaforaéa

del mutante 104; En este caso los valores de Ky que se de
ducen son 30 uM para el NADPH y 61 uM para el NADH. Se ob

~.serva, de los datos calculados en esta dos figuras, que



también es mayor la afinidad de ambas diaforasas por el

NADPH que por el NADH.

En la Tabia IX se resumen los valores de Ky de
la nitrato reductasa del tipo silvestre, y 1la diaforasa
del tipo silvestre y mutante 104, para los piridin.nu -
clebtidos reducidos. Se aprecia una diferencia entre

los valores de K para el NAD(P)H en el tipo silvestre,

M
seglin se ensaye la actividad enzimdtica como nitrato re
ductasa o como diaforasa. Asimismo, es de destacar 1la
estrecha relacién entre los valores de K, de la diafora

sa del tipo silvestre y la del mutante, para cada piri-

din-nucledtido redUcidOQ

2.3;'Represién'pdr'amoﬁio'de'la'NADcP)H4diaforasa del mu-

- tante .104 de Chlamydomonas

En la Tabla X se muestra la actividad NAD(P)H-dia
forasa de células del tipo silvestre y mutante 104 de

" Chlamydomonas, cultivados en distintos medios. Cuando las

células se cultivaron en amonio, los niveles de NAD(P)H-
diaforasa fueron muy bajos en ambas estirpes. Si las célu
las cultivadas en amonio se transfieren a medios con ﬁi -
trato, la NAD(P)H-diaforasa de las dos estirpes alcanza

" niveles normales de actividad.
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2.4. AcepforeS'de”eleCtrones de la NAD(P)H-diaforasa del

. mutante 104 y del tipo silvestre de Chlamydomonas

En las Tablas XI y XII se presentan las velocida
des de la reaccidn catalizada por la NADPH-diaforasa del
tipo silvestre y por la dél mutante 104, respectivamente,
usando distintos aceﬁtbres de eiectrones. Para ambas es-
tifpes, la midxima actividad se obtuvo utilizando ferri -
cianuro como aceﬁtor; aunque también fueron muy eficaces
el DPIP y la menadiona; El citocromo ¢, aceptor de elec-

trones esﬁecifico de la diaforasa de la nitrato reducta-

sa en Chlamydomonas, se comportdé de manera muy similar

en las dos estirpes. Con los demds aceptores ensayados
se .obtuvieron valores de'actividad parecidos,‘con ambas
diaforasas. Cuando se ensayaron la actividad NADH-diafo-
rasa del tipo silvestre (Tabla XIII) y la NADH-diaforasa
del mutante 104 (Tabla XIV) con diversos aceptores de

electrones, se obtuvieron andlogos resultados.

Se ha estudiado la afinidad que presenta la dia-

forasa del tipo silvestre y la del mutante 104 de Chlamy-

Fig. 9 muestra el efecto de la concentracién de citocro-
mo ¢ sobre la actividad NAD(P)H-diaforasa del tipo sil -

vestre, deduciéndose valores de KM para este aceptor de

-3 7_.
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17 uM cuando se emplea-NADH y 15 uyM al empleér NADPH como
donador de eleétrones. En las Figs. 10 y 11 se representa
el efecto de la concentracién de DPIP y ferricianuro,
respectivamente, sobre la actividad NAD(P)H-diaforasa del
tipo silvestre. Los valores de KM calculados para el DPIP
y ferricianuro fueron de 28 uM y 34 pM, respectivaménte.
La Fig. 12 muestra el efecto de la concentracién del cito
cromo c sobre la actividad NAD(P)H-diaforasa del mutante.

104 de Chlamydomonas. E1 valor de K,, calculado para el ci

M
tocromo ¢ fué de 16 uM. Anidlogamente, se han calculado

‘las KM para el ferricianuro y DPIP, de la NAD(P)H-diafora
sa del mutante 104 (Figs. 13 y 14), encontrédndose valores
.de 34 pM en el caso del_ferriciénuro, usando NADH o NADPH,
y de iS o 21 ﬂM seglin que el donador usado fuera NADH o

NADPH.

La Tabla XV presenta, agrupados, los valores de

Ky de las NADH-diaforasa y NADPH-diaforasa del tipo sil-

vestre y mutante 104 de Chlamydomonas. De la comparacidn
de los valores obtenidos para ambas estirpes, se deduce
que son muy similares taﬁto en.el caso de la NADH-diafo-
rasa como en ei de la NADPH-diaforasa, para los tres
aceptores estudiados. Solo se aprecia alguna diferencia

entre las Ky de la NADH-diaforasa, para el DPIP,del tipo



silvestre y mutante 104.

2.5. Efecto del tratamiento térmico y distintos inhibido-

res sobre las actividades nitrato reductasa y diafo-

rasa del tipo silvestre, y diaforasa del mutante 104

de Chlamydomonas

En la Tabla XVI se muestra el efecto del trata -
miento térmico e inhibidores sobre las actividades del
complejo nitrato reductasa del tipo silvestre. Tanto el
tratamiento térmico a 45°C, durante 5 minutos, como la
adicién de p-HMB (10 uM) inactivaron marcadamente la
NAD(P)H diaforasa, y por consiguiente 1la NAD(f)H~nitrato
reductasa. Sin embargo, la actividad FMNH2~nitrato reduc
tasa, practicamente no se afect6. Ni la azida ni el cia-
nuro tuvieron efecto inactivador sobre la NAD(P)H-diafo-
rasa, aunque impidieron la reduccién de nitrato por la
NAD(P)H-nitrato reductasa; al inactivar la nitrato reduc

tasa terminal.

En el mutantef104, el efecto del tratamiento tér
mico y la adicién de inhibidores sobre las actividades
NADH- & NADPH-diaforasa fué muy similar al encontrado pa
ra la diaforasa del tipo silvestre. El calentamiento a

N

45°C durante 5 min, y el tratamiento con p-HMB inactiva-
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ron sensiblemente dichas actividades, siendo afectadas muy

poco por la azida o el cianuro (Tabla XVII).

2.6. Efecto protector del FAD frente al tratamiento té€rmi-

co de la NAD(P)H-diaforasa del tipo silvestre y mu -

tante 104 de Chlamydomonas

En la Fig. 15 se representa el efecto de la concen
tracién de FAD frente a la inactivacidén por calentamiento
de la NADH-diaforasa del tipo silvestre, y de la del mutan
te 104. Para los enzimas de ambas estirpes, el FAD tuvo un
claro efecto proteCtor en un rango de concentraciones des-
de 0,1 M hasta 50 M. A esta Giltima concentracidén se al -

canz6 practicamente la midxima proteccidén, con valores de

actividad superiores incluso a los del enzima sin calentar.

El mismo estudio se hizé para la NADPH-diaforasa
del tipo silvestre y mutante 104, obteniéndose resultados
similares para ambas estirpes. Igual que en el caso ante-
rior; se observd efecto protector del FAD a concentracio -
nes comprendidas entre 0,1 My 50 M, alcanzédndose a al -
tas concentraciones de flavinas, valores de actividad igua

les o superiores a los del enzima sin tratar (Fig. 16).

- 70-
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2.7. Efecto protector de los piridin nuclebtidos reducidos

frente a la inactivacién, por p-HMB, de la NAD(P)H-

diaforasa del tipo silvestre y mutante 104 de Chlamy-

domonas
Como queda dicho antes (apartado 2.5.) el p-HMB a
bajas concentraciones, es un potente inactivador de la dia

forasa de Chlamydomonas reinhardi. Se estudié el efecto de

distintas concentraciones de NADPH»frente a la inactiva -
cién producida por E—HMB sobre la actividad NADPH-diafora-
sa de las dos estir?es. En ambos casos se observé una pro-
teccién de la actividad; cuando él NADPH se preincubé con
el enzima y el inhibi&or, siendo esta proteccién sensible-
mente menor en el enzima del tipo silvestre que en el del
mutante 104 (Fig. 17). En esta dltima estirpe se alcanz6
una proteccidn superior a un 60%, mientras que en el tipo
silvestre fué s6élo de un 30%. La proteccién se observ6 des
de concentraciones de NADPH 10 M hasta 300 M para la ac-
tividad NADPH-diaforasa del tipo silvestre y desde 2 M a

1 mM para la del mutante 104.

En un experimento similar, usando NADH como protec
tor frente a la inactivacién por p-HMB, se alcanzl una pro
teccib6n ligeramente superior al 20% en el enzima del tipo

silvestre (rango de NADH: 0;2-0,7 mM), siendo el valor en
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el mutante del orden del 45% (rango de NADH: 5-1000 M)
(Fig. 18). Con la NADH-diaforasa se obtuvieron resultados

similares.
S6lo la forma reducida de los piridin-nucledtidos
fué cépaz de proteger a la NADPH-diaforasa del mutante

104 frente a la inactivacién por p-HMB (Tabla XVIII).

2.8 Cinética en estado estacionario de la NAD(P)H—citocrd-

mo c reductasa del mutante 104 de Chlamydomonas rein -

El estudio deilas velocidades iniciales se hizo va
riando la concentracidén de uno de los sustratos para dife-
rentes concentraciones fijas del otro. En las Figs. 19 vy
20 se representan los inversos de las velocidades frente a
los inversos de las concentraciones de citocromo ¢ oxidado,
para varias concentraciones de NADH (Fig. 19) o NADPH (Fig.
20) fijas. En las Figs. 21 y 22 se representan los inver -
sos de las velocidades frente a los inversos de las concen
traciones de NADH y NADPH; respectivamente, para varias
concentraciones fijas de citocromo c oxidado. Eﬁ todas es-
tas representaciones existen una distribucidn de rectaé pé
ralelas. De acuerdo con Cleland (76-78), una distribucién

de rectas paralelas, semejantes a las anteriores, indica
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la existencia de un mecanismo enzimitico de tipo Ping-Pong.
La ecuaci6n a la que se ajusta dicho mecanismo, en funcién

de constantes que se pueden determinar es:

donde v es la velocidad inicial, A y B son las concentra -
ciones de los sustratos y K, Kb y Vmax son constantes?que
se pueden calcular a partir de las representaciones secun-
darias (Figs; 23, 24 y 25) donde se representan las inter-
secciones obtenidas en 1las reﬁresentaciones anteriores

(Figs. 19; 20 y 21-22) frente al inverso de la concentra -

cién de sustrato fijo, segln las ecuaciones:

. K 1 1
Ia = a o -

Vmax A Vmax
N SR
b = —

Vmax B Vmax

Los valores obtenidos para Ka y Kb en las repreéeg
taciones anteriores son: en el caso de la NADH-citocromo ¢
reductasa, 30 uM para K, (siendo.el NADH el sustrato A) vy

7 uM para K, (con citocromo c oxidado como sustrato B),
: p b < Y



en el de la NADPH-citocromo ¢ reductasa, 9,3 M para K,
(siendo el NADPH el sustrato A) y 6,5 M paia Kb (con ci-
tocromo c oxidado como sustrato B). Se encontrd un meca -
nismo similar para la diafofasa de la nitrato reductasa
del tipo silvestre. En la Tabla XIX se presentan los valo
res de Ka y Kb (para el NAD(P)H y citocromo c) de la dia

forasa del tipo silvestre y mutante 104 de Chlamydomonas.

Se puede observar que los valores de las constantes son

del mismo orden en ambas estirpes.

2.9. Efecto de la concentracidn de hierro en el medio de

cultivo sobre la actividad NAD(P)H-diaforasa del mu-

tante 104 de Chlamydomonasi

Cuando las células del mutante 104 se cultivaron
con distintas concentraciones de SO4Fe, no se observd de-
pendencia alguna entre la concentracién de hierro afiadido
al medio de cultivo y la -actividad NAD(P)H—diaférasa de
dicha estirpe. Incluso el cultivo que carecia del metal,
ﬁresenté niveles normales de dicha actividad enzimética

(Tabla XX).
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2.10. Determinacién del peso molecular de la diaforasa del

mutante 104 de Chlamydomonas, por filtracién en co -

lumna de agarosa

El peso molecular calculado para la diafbrasa del
- mutante 104, a partir de los datos obtenidos por filtra -
cién en una columna de agarosa (Fig. 26) fué de 67.000,

sensiblemente inferior al del enzima de la estirpe silves

tre (500.000, no presentado).

3. DETECCION EN Chlamydomonas reinhardi DE UN COFACTOR

CONSTITUTIVO CAPAZ DE RESTAURAR LA ACTIVIDAD NADPH-NI-

TRATO REDUCTASA DEL MUTANTE nit-1 DE Neurospora crassa

la posible existencia de un componente necesario para la
actividad de ia nitrato reductasa, que fuese sintetizado
en células cultivadas en amonio, condiciones en las que
no se detecta actividad nitrato reductasa (75). Para ello,
se intentd en primer lugar restaurar la actividad NAD(P)H-

nitrato reductasa del mutante 104 de Chlamydomonas, mez -

clando sus estractos acelulares con los de la estirpe

6145 c. En ningin experimento se consigui6 complementaciédn,

actividad NADPH-nitrato reductasa se restaura mezclando
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sus extractos con otros obtenidos a partir del tipo silves-

tre del hongo cultivado en amonio (27).

En la Tabla XXI se presentan los resultados obteni-
dos al triturar,juntos,el micelio de nit-1 inducido en ni -

trato y células de Chlamydomonas cultivadas en amonio. Sin

existir pridcticamente actividad NADPH-nitrato reductasa en

los extractos de nit-1 o Chlamydomonas, por separado, se'dg

tecta actividad apreciable en el extracto procedente de la
mezcla de las dos estirpes. Cuando las mezclas se mantuvie-
ron 14 horas a 09c; la actividad detectada fué superior en
un 30% a la encontrada tras los_primeros 30 minutos de

preincubacidén a temperatura ambiente. Cuando se mezclaron

voliimenes iguales de extractos de nit-1 y de Chlamydomonas
preparados pof separados, se detect6 asimismo actividad ni
trato reductasa ensayada con NADPH o con MVH (Tgbla XXII).
No se observé; sin embargo; actividad significativa cuando
las mezclas ensayadas fueron: extractos de nit-1 inducido,

junto con el tampén de extraccién de Chlamydomonas,o ex -

tracto de Chlamydomonas cultivada en amonio, junto con el

tampén de extraccidén de nit-1.

El extracto obtenido a partir de células de Chla-

- mydomonas cultivadas en amonio perdia, al dia siguiente



de extraerse, gran parte de la capacidad de restaurar la
actividad nitrato reductasa de nit-1. La cohgelacién a
-20°C y la adicién de glutation fueron incapaces de esta

bilizar dicha capacidad (Tabla XXIII).

La capacidad de complementacién del extracto de

te 5 minutos (Tabla XXIV);

En la Fig. 27 se representa la cinética de com -

para la reconstitucién de actividad nitrato reductasa.
La complementacidén fué muy efectiva durante los primeros
30 minutos a temperatura ambiente, y no aumenté sensible

mente a partir de los 60 minutos.

4; PARTICIPACION DE LA ACTIVIDAD DIAFORASA EN LA INACTI-
VACION DE LA NITRATO REDUCTASA TERMINAL. ESTUDIOS DE

INACTIVACION EN EL MUTANTE 305 DE Chlamydomonas rein-
“hardi, CARENTE DE ACTIVIDAD DIAFORASA

4.1, Actividades enzimdticas del sistema reductor de ni-

trato del mutante 305 de Chlamydomonas

En la Tabla XXV se presentan los datos de activi-

dades enzimdticas del mutante 305 y del tipo silvestre,

._Ll.?—-
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6145 ¢ de Chlamydomonas. Se observé la pérdida de activi-.

dad NADH-citocromo ¢ reductasa y por consiguieﬁte la de
actividad NADH-nitrato reductasa, en el mutante 305. Los
niveles de actividad MVH-nitrito reductasa fueron simila-
res en el mutante y tipo silvestre. Conviene destacar que
la actividad FMNHZ-nitrato reductasa del mutante presentd

un nivel de actividad superior al del tipo silvestre.

4.2. Efecto de los piridin-nucledtidos reducidos sobre la

actividad FMNHZ—nitrato reductasa del tipo silvestre

y mutante 305 de Chlamydomonas

Ni el NADH, ni el NADPH en presencia o en ausencia
de FAD inactivaron la actividad FMNHz—nitrato reductasa
del mutante 305 carente de actividad diaforasa (Tabla
XXVI). Por el contrario, en el tipo silvestre ambos piri-
din nuclebtidos reducidos provocaron una sensible inacti-
vacidén, que se puede revertir por oxidacién con ferricia-
nuro. Esta inactivacién fué mucho menor cuando estuvo pre

sente el FAD en la mezcla de preincubacién.

En la Fig. 28 se presentan los resultados de la
cinética de una posible inactivacién del enzima del mu -
tante 305. No se observé inactivacidén de la actividad

FMNHZ—nitrato reductasa por NAD(P)H en todo el tiempo
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que duré la preincubacién (23 horas). La éctividad del ti-
po silvestre sin embargo, disminuy6é sensiblemeﬁte, en pre-
sencia de NAD(P)H con o sin FAD. Esta inactivacién fue re-
lativamente rdpida hasta las 8 horas. A partir de punto,en
ausencia de FAD, la actividad disminuy6 lentamente hasta
un nivel algo mas bajo. En las mezclas con NAD(P)H'y FAD,
la inactivacién tuvo lugar de la misma manera hasta las 8
horas, pero después se observé una recuperacién de la acti

vidad.

4.3. Inactivacién por ditionito de la actividad FMNH,-ni -

trato reductasa del tipo silvestre y mutante 305 de

Chlamydomonas -

Cuando el enzima del mutante 305 se preincubd con
SZOZ y MV, se observé una marcada inactivacidén de la acti-
vidad FMNHz—nitrato reductasa. El enzima del tipo silves -
tre también se inactivé con este tratamiento (Tabla XXVII).
Estos enzimas inactivos se reactivaron por oxidacién con

ferricianuro.

4.4, Efecto de la metilamina o el amonio presentes en el

medio de cultivo sobre ia actividad FMNHZ-nitrato're—

ductasa del tipo silvestre y mutante 305 de Chlamydo-

monas



Se estudi6 la posible inactivacién, in vivo, de
la nitrato redﬁctaéa terminalldei.mutante 305. La acti-
vidad FMNHZ-nitrato reductasa del enzima del tipo sil -
vestre, 6145 c, en el caso de las c€lulas sin ningin
tratamiento, fué muy inferior al nivel de actividad ob-
tenido cuando se le afiadié ferricianuro a ese mismod én-
zima (Tabla XXVIII). Esto indica que el enzima sale or-
dinariamente inactivo de las células de dicha estirpe,
sin haberlas sometido a tratamiento previo. La adicién
de metilamina o amonio al medio de cultivo, incrementd
el grado de inactivaci6én. Sin embargo, el mutante 305
presentdé en todos los casos un nivel de actividad simi-
lar, que ademds no se incrementd por la adicidn de fe -

rricianuro, lo que parece sugerir que el enzima de este

mutante no se inactiva in vivo, por la adicidén de metila

mina o amonio al medio de cultivo.
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A 1a vista de los resultados expuestos, Chlamydo--

monas reinhardi ha resultado ser un organismo idéneo para

obtener mutantes afectados en el sistema reductor de ni -
trafo, confirmidndose la capacidad de fdcil mutacidn de es
te orgénismo; del que se habfan descrito y caracterizado
mutantes relacionados con la fotosintesis (79,805,'otros
deficientes en componentes de la pared celular (81), o

con alteraciones en los flagelos (82).

Ademis, el empleo del clorato como agente selec -
cionador de los fenotipos mutantes deficientes en nitrato
reductasa, facilité lé deteccidén de estas estirpes, aun -
que de esta forma se corrid el riesgo de obtener mutantes
de caracteristicas similares. Afortunadamente, el trata -
miento con clorato, tras la mutagénesis con nitrosoguani-
dina, produjo mutantes tan distintos como el 104 o 307,ca
rentes de actividad nitréto reductasa terminal, y el 305

carente de actividad diaforasa.

También se han aislado mutantes, omitiendo el tra

tamiento de selecciédn por C10.K, obteniéndose precisamen-
te en este caso dos estirpes (510 y 514) con caracteristi

cas distintas a los demds (Tabla II).
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Todos los mutantes obtenidos se pueden clasificar
en cuatro grupos distintos (Tabla III). La mayor parte de

ellos carecen de actividad terminal, conservando la diafo

rasa. La alta frecuencia con que se obtienen estos mutan-

tes, se podria deber a que la parte del enzima necesario
para la actividad terminal, estuviese codificada por un
nimero de genes superior al de los que intervienen en la
sintesis de la diaforasa, lo cual no puede asegurarse con
certeza hasta que no se realice un preciso anélisis gené-

tico. En'AspergiIIUS‘nidulans parece que existen, al me -

nos, cinco genes que son necesarios para que la nitrato
reductasa posea actividad terminal (29,30,34). Podria pen
sarse que la diaforasa presente en estos mutantes fuera
un enzima sin ninguna relacién con la nitrato reductasa.
Sin embargo, su represiénbpor amonio (Fig. 1) al igual que
la de 1a diaforasa y la nitrato reductasa del tipo silves -
tre (75), es un argumento bastante fuerte para suponer
que la diaforasa de estos mutantes es una parte de la ni

trato reductasa.

La gran diferencia entre el coeficiente de sedi -
mentacién del enzima del tipo silvestre (10 S), y el de
la diaforasa de los mutantes (3;5 S) (Figs. 2 y 3) puede

deberse al hecho de que la mutacién haya destruido a la



vez la actividad terminal y la capacidad de ensamblaje
entre ésta y la diaforasa. Segln esta hipétesis se po-
dria considerar a la nitrato reductasa, formada por
dos subunidades, una mis pequeﬁa responsable de la ac-
tividad diaforasa, y otra mayor con la actividad nitra
to reductasa terminal (modelo 1 de la Fig. 29). Este
modelo no tiene apoyo experimental, ya que no se ha po
dido, hasta la fecha, seﬁarar fisicamente la diaforasa

de la nitrato reductasa terminal, en el enzima nativo.

La nitrato reductasa de Chlamydomonas reinhardi,

21 gr aparece, en gradiente de sacarosa; en un s6lo pi-
co con sus actividades diaforasa y nitrato reductasa
tefminal, asociadas (Fig. 2); Sin embaigo, el enzima
del tipo silvestre de esta misma especie pero de la es-
tirpe 6145 c; se‘comporta de forma distinta, presentan-
do ademés una actividad diaforasa en un pico mis ligero
~(Fig. 5). Se pueden interpretar este hecho, suponiendo
que la nitrato reductasa se disocia en subunidades que
siguen teniendo actividad diaforasa. El tratamiento con
lipasa aumenta esta disociacién esponténea; eliminando
toda la actividad diaforasa asociada al complejo enzimi
tico, con lo cual se pierde toda la actividad terminal.

Como consecuencia de la disociacidn se observa un aumen
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to en la cantidad de diaforasa en el pico ligero. Al te-
ner la diaforasa de este pico‘ligéro la misma situaciodn
en el gradiente que la diaforasa de los mutantes, se po-
dria pensar que la mutacidén a provocado la disociacién

del enzima en subunidades. Esto exigiria otro modelo pa-

ra la nitrato reductasa de Chlamydomonas, seglin el cual

el enzima es un agregado de varias subunidades idénticas,
cada una con actividad diaforasa; que necesitan para mos-
trar actividad total y terminal, la presencia de un cofac
tor (modelo 2 de la Fig. 29); Este cofactor existe en

Chlamydomonas, incluso cuando no se produce la nitrato

reductasa, y los resultados relacionados con &1 se discu
tiran posteriormente con mds detalle. Este modelo esta

de acuerdo con el que se ha postulado para la nitrato re

33).

El segundo grupo de mutantes estd formado por las
estirpes 103 y 412, que han perdido précticamente todas
las actividades relacionadas con la nitrato reductasa. Es

tos mutantes no han sido estudiados en el presente traba-

jo.

En el tercer\grupo de mutantes solo hay un repre-



sentante (estirpe 305) ‘que se caracteriza por haber perdi-
do la actividad diaforasa, conservando un nivel de nitrato
reductasa terminal afin mds alto que el tipo silvestre. El
enzima de esta estirﬁe tiene un coeficiente de sédimenta -

cién (8,3 S) algo inferior al del tipo silvestre (10 S).

Segin el primer modelo propuesto'bara la nitrato'réductasa,

de Chlamydomonas, la mutacidén habria inactivado la diafora

sa, inutilizidndola ademis para unirse a la terminal. Si
consideramos el modelo de las subunidades idénticas, ten-
driamos que suponer una mutacidén que afecta al sitio de

unién de los piridin nucleétidos reducidos, dejando intac-

to el resto de la proteina. Los mutantes de Aspergillus
que poseen s6lo la actividad terminal, presentan un coefi-
ciente de sedimentacidén igual que la nitrato reductasa del

tipo silvestre (31), lo cual estd mids de acuerdo con el se

gundo modelo propuesto para'Chlam domonas.

Si tenemos en cuenta que el mutante 305 procede de
1la estirpe silvestre 6145 c; y que la mutacién que produce
la pérdida de la nitrato reductasa total; ha provocado 1la
desaparicién de toda actiﬁidad diaforasa; medida con cito-
cromo ¢ (Tabla IIj, es 1ldégico suponer que en la estirpe
silvestre sdlo existe una actividad diaforasa apreciable

que pertenece a la nitrato reductasa. Estos apoyaria de

JDIJ-



nuevo la hipftesis de que la actividad diaforasa del pico

ligero se debe a subunidades procedente§ de 1avdisocia -
cién del complejo nitrato reductasa (Fig. 5). La presen -
cia de subunidades en el enzimakde Chlprella, ha sido pu-
blicada por Solomonson en un estudio de la nitrato reduc-

tasa purificada a homogeneidad (6).

El cuarto grupo de mutantes lo forman doS estir -
pes que a pesar de no crecer en nitrato; tienen niveles
normales en todas las actividades relacionadas con el sis
tema reductor de nitrato. Probablemente tengan alterado
el sistema de transbofte‘del nitrato; por lo que el i6n
no se puede acumular dentro de las células y &ésta no lo

puede usar como fuente de nitrdgeno.

Se obtuvo evidencia mds clara de que la diaforasa
de los mutantes carentes de’actividad terminal, era parte
de la nitrato reductasa, cuando se hizo un estudio parale
lo de algunas propiedades del enzima del mutante 104 y de
la diaforasa de l1la nitrato reductasa del tipo silvestre,‘
6145 ¢ (del cual procedia dicho mutante). Se eligid la es
tirpe mutante 104 como representante del grupo que tiene
sus mismas caracteristicas, porque presentaba un nivel de

~diaforasa bastante alto (Tabla V) y era el que crecia

- 56-
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peor en nitrato, haciéndolo perfectamente en amonio. La
nitrato reductasa y diaforasa delvtipo silvestre, y la
diaforasa del mutante 104 son enzimas dependientes de

NADH y NADPH, siendo ambos donadores igual de eficien -
tes (Tablas VI-VIII). La actividad NADPH-diaforasa se

reprime por amonio, al igual que la NADH-diaforasa (Ta-
bla X), lo que indica su relacidén con la nitrato reduc-

tasa.

Por otra parte, en las dos estirpes el enzima
fiene mids afinidad por el NADPH (Tabla IX). Este compor
tamiento con respecto a los piridin nucledtidos reduci-
dos es distinto al de la nitrato reductasa y diaforasa

de otra estirpe de Chlamydomonas reinhardi previamente

estudiada, algas verdes y plantas superiores, en las
que el NADH se considera el donador especifico y casi
exclusivo de la nitrato reductasa (2,3). En Chlorella

Yy Ankistrodesmus se ha detectado la presencia de una ni

trato reductasa QUe utiliza NADH y NADPH, pero esto ocu
rria s6lo si las células se cultivaban largo tiempo sin

fuente de nitr6geno (38,39).

E1l problema de si hay en la estirpe silvestre

6145 c de Chlamydomonas, una o dos nitrato reductasas
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no esta claro todavia, aunque la purificacién a que se ha
sometido el enzima, y el hecho de que las actividades
NADH- y NADPH-nitrato reductasa vayan siempre juntas, ha-
cen altamente improbables la existencia de dos enzimas.
En plantulas de arroz (44) y hojas de sojas (42,43), se
han detectado dos enzimas distintos,rmientras que en la

levadura Rhodotorula glutinis (41) solamente existe uno

que utiliza ambos piridin nucle6tidos reducidos para la

reduccidn de nitrato.

La semejanza encontrada entre las diaforasas del mu
tante 104 y tipo silvestre, en lo que se refiere a las
constantes cinéticas pafa el NAD{P)H, velocidad de reac -
cién con distintos aceptores, y constantes cinéticas para
los mismos, indican no s6lo la relacién existente entre
ambos enzimas, sino también que la diaforasa del mutante
104, a pesar de ser una proteina mucho menor que la nitra
to reductasa del tipo silvestre, conserva intactos los si
tios de unidn para donadores y aceptores, asi como la ca-
dena transportadora de electrones para la reduccidén de

los distintos sustratos (Tablas VI-IX, XI-XV, Figs. 6-14).

El efecto especifico que tienen algunos tratamien -

tos sobre las distintas actividades de la nitrato reducta



sa, se ha utilizado anteriormente para demostrar la exis-
tencia de dos éctividades en esté sistema: una diaforasa
y una nitrato reductasa ferminal (45,83). En este trabajo
se demuestra que los tratamientos que destruyen la activi
dad diaforasa en el cémplejo enzimdtico de la estirpe sil
vestre, destruyen igualmente la actividad diaforasa del
mutante 104. Asi, el calentamiento a 452C, 5 min y el tra
tamiento con E-HMB afectan sensiblemente a la actividad
diaforasa en ambos casos (Tablas XVI y XVII). De esta for
ma, la atcidén inhibidora del calentamiento y el p-HMB so-
bre las actividades diaforasa y nitrato reductasa, puede
localizarse en una proteina de S,4 , = 3,5 S, con la acti

3

vidad diaforasa del mutante 104.
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Se ha descrito la presencia de FAD en la nitrato re

ductasa de hongos, algas verdes, y plantas superiores (3,

4). En Chlorella, espinaca (84,85), y mids concretamente

en'ChlamydomoﬁasAfeiﬁhérdi (36) se ha propuesto al FAD co
mo cofactor de la nitrato reductasa, en parte, basédndose
en el efecto protector que tenia dicho flavin nucleétido
frente al tratamiento térmico del enéima, 1ocalizéndése
més concretamente este efecto protector en la actividad
diaforasa. En el tipo silvestre 6145 ¢ y mutante 104 de

~ Chlamydomonas, se observa una idéntica proteccién de 1la




NAD(P)H-diaforasa por concentraciones similares de FAD
(Figs. 15 y 16). Esto refuerza el parentesco ehtre los
enzimas de ambas estirpes, y parece indicar que el FAD
es un constituyente de la proteina, con actividad dia-

forasa, del mutante 104.

La actividad NAD(P)H-diaforasa del tipo silvestre
y mutante 104 es muy sensible al tratamiento con p-HMB,
reactivo caracteristico de grupos -SH (Tablas XVI y
XVII). E1 NADH y afin mejor el NADPH son capaces de pro-
teger al enzima de ambas estirpes de la inactivacidn
que produce dicho reactivo (Figs. 17 y 18). la ﬁayor
proteccién obtenida con NADPH estd de acuerdo con la me
jof KM de la diaforasa de ambas estirpes por este piri-
din nucleétido. Se ha indicado anteriormente, que la
proteccién producida por el piridin nucle6tido reducido
puéde deberse a que el grupo atacado por el p-HMB fuese
un grupo sulfhidrilo participante en el mecanismo de la
reaccién, y localizado en un‘sitio relacionado con 1la
unién de dicho piridin nucieétido, ya que en deshidroge
nasa a las que los piridin nucledtidos reducidos prote-
gen contra la inactivacién pof reactivos de grupos sul-
fhidrilo, la afinidad del enzima por el piridin nucles-

tido disminuye en mayor o menor grado, cuando se tratan
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con dichos reactivos (86-89). Algo similar se podria postu-
lar para explicar la proteccién por NAD(P)H, frente al
p-HMB, de 1la diaforasa del tipo silvestre y mutante 104 de

Chlamydomonas. Sin embargo, quedaria sin explicar el hecho

de que la diaforasa del mutante 104 se proteja mids eficaz-

mente por el NAD(P)H, que la del tipo silvestre.

En nitrato reductasa de espinaca, se ha propuesto un
mecanismo cinético de tipo Ping-Pong Bi Bi, a partir del
estudio de velocidades iniciales de reaccién, en estado es

tacionario (90,91). En Chlamydomonas reinhardi, tipo silves

tre y mutante 104, el estudio de las velocidades iniciales
en el estado estacionario (steady state) de la NAD(P)H-ci-
tocromo c reductasa, dié lugar a una distribucién de rec -
tas paralelas en la representacién de Lineweaver-Burk

(Figs. 19-22).

Estos resultados indican; segln Cleland (76—78) que
el mecanismo de la reaccién catalizada por la diaforasa
de ambas estirpes es de tipo Ping-Pong Bi Bi. En este ti-
- po de mecanismo, la reaccién transcurre segﬁn el siguien-

te esquema:
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NAD(P)H NAD(P)"  Cit.c oxid. Cit.c red.
K1 K K3 Ky K5 Kg Ky Kg
E  (E-NAD(P)H E-NAD(P)") F - (F-cit.c ox. E-cit.c red.) E

PING-PONG Bi Bi

Donde E y F son formas distintas del enzima, y K1, K2
...... K8 son las constantes microscépicas de la reaccién. Esto
indica due la diaforasa del mutante 104 cataliza la reduccibn
de citocromo c con NAD(P)H, mediante un mecanismo cinético idén
tico al de la diaforasa asociada al complejo nitrato reductasa
del tipo silvestre, y diferente del mecanismo secuencial ordené
do, caracteristico de la mayoria de las deshidrogenasas depen -

dientes de piridin-nucledtidos (92).

.Aparentemente, la actividad NAD(P)H-diaforasa del mutan

te 104 de'Chlamydomonaé'feinhafdi es independiente de la concen

Vtracién de Fe'' anadido al medio de cultivo (Tabla XX), lo que
estd de acuerdo con los resultados obtenidos en otra estirpe de

dicho organismo (36).

En reSumen; la diaforasa del mutante 104 de ChlamydomoF

" nas reinhardi parece ser una subunidad de la nitrato reductasa



y es una proteina de pequefio peso molecular (67.000) que

carece de actividad terminal, resultando idénea para el

estudio de las propiedades especificas de la diaforasa
de la nitrato reductasa. Algunas de estas propiedades se
han puesto de manifiesto en este trabajo, y otras serén

objeto de posteriores investigaciones.

Se ha publicado la existencia de un cofactor con mo’

libdeno, necesario ﬁara la actividad de la nitrato reduc
tasa; preSente en varios molibdoenzimas y en células de
bacterias y hongos cultivados en condiciones en las que

no se sintetiza 1la nitrato reductasa (21). En Chlamydo-

~monas reinhardi, no se ha podido hasta el momento restau

rar la actividad nitrato reductasa del mutante 104, ca -
rente de actividad terminal, por adicién de extractos
del tipo silvestre 6145 c cultivado en amonio. No obs-
tante, se consiguié restaurar la actividad NADPH—nitrato

reductasa del mutante nit-1 de Neurospora crassa, caren-

te de actividad terminal (Tablas XXI y XXII), lo que in-
dica que también en algas verdes, concretamente en Chla-

" midomonas reinhardi, existe un cofactor constitutivo que

es capaz de reconstruir la actividad nitrato reductasa
perdida en la estirpe nit-1 por una mutacién. Probable -

mente ese cofactor es una parte necesaria para la estruc

- 63~
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tura y actividad de la nitrato reductasa de Chlamydomonas.

El hecho de que la diaforasa del mutante 104 no fué capaé
de reducir nitrato a nitrito asocidndose al cofactor pre-
sente en los extractoé del tipo silvestre, puede deberse

a que en dicha diaforasa queden restos de un cofactor inac
tivo por la mutacidn provocada én dicha estirpe, qhe impo-
sibilita la asociacidén activa diaforasa-cofactor. Un com -
portamiento similar se ha observado en los mutantes cnx de

" Aspergillus nidulans, que carecen de actividad nitrato re-

ductasa terminal y poseen actividad diaforasa al igual que

el mutante 104 de Chlamydomonas “(33) .

El cofactor presente en el tipo silvestre de Chlamydo-
"monas es muy inestable, y espeCialmente sensible al trata -
miento térmico (452C, 5 min) (Tablas XXIII y XXIV), lo cual

se habfa descrito también para el de Rhodospirillum rubrum

(50).

El papel de la actividad aiaforasa en el proceso de
inactivacién de la nitrato reductasa terminal, en elgaé
verdes y plantas‘superiores; es un punto todavia no resuel-
to. Segﬁn algunos autores, la actividad diaforasa es necesa
Tia ﬁara que la nitrato reductasa terminal pueda ser inacti

~vada (4). De esta manera pbdria explicarse el efecto inacti
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vante, in vitro, de los piridin nucle6tidos reducidos. Otros
autores han'sugeridorque, en espinacas, la diaforasa de 1la
nitrato reductasa solo toma parte en la reaccién de reduc -
cién de nitrato con NAD(P)H, y no participa en la regulacién

- de la actividad terminal (54;55;93). En Chlamydomonas rein-

hardi, los resultados presentados en este trabajo sugieren
que es necesaria la presencia de una diaforasa activa, en
el complejo nitrato reductasa, para que se pueda producir
la inactivaci6én de la terminal, con NAD(P)H, ya que la pér-
dida de la actividad diaforasa en el mutante 305 trae éonsi
go el que la nitrato reductasa terminal de dicha estirpe no
se pueda inactivar por piridin nucle6tidos reducidos (Ta -
'blas XXV y XXVI); El FAD; ha sido descrito como necesario
para ia inactivacién por NAD(P)H de la actividad nitrato
reductasa terminal de espinaca, en una preparacidén enzimi-
tica cuya actividad diaforasa habia sido destruida por

" p-HMB. Sin embargo al afiadir FAD a la nitrato reductasa

del mutante 305 de'ChiémydomOnas no se consiguidé ninguna

inactivacién por NAD(P)H (Tabla XXVI).

Se ha investigado también, mediante el mutante 305,
el posible efecto de la actividad diaforasa en la inacti-
vacién fisioldgica de la nitrato reductasa, comprobidndose

que el enzima de dicha estirpe, que carece de diaforasa,



no se inactiva préctiéamente;'in'vivo, por_tratamiento
con amonio o metilamina (Tabla XXVIII). No obstante,
su nitrato reductasa terminal es capaz de inactivarse
por reduccién con ditionito a través de metil Violége;
no (Tabla XXVII). Esto sugiere que la inactivacién fi-

sioldgica de la nitrato reductasa de Chlamydomonas

" reinhardi ocurre con el concurso de la actividad diafo-
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rasa del complejo. No se puede descartar la posibilidad

de que la mutaci6n haya provocado,ademds de la pérdida

de la actividad diaforasa, la destruccién de una activi-

dad reguladora como la propuesta por ciertos autores en

el enzima de espinaca (55).
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1 Sekhan aislado trece mutantes de Chlamydomonas reinhardi

incapaces de crecer en nitrato. Ocho de ellos conservan
sélo la actividad diaforasa del complejo nitrato reducta
sa. Uno, presenta solamente la actividad terminal de di-
cho complejo. Otros dos han pefdido todas las actividades
enzimdticas asociadas a la nitrato reductasa, y por Glti-
mo, dos conservan niveles normales en todas las actiVida—
des asociadas al complejo enzimdtico. Todos los mutantes
obtenidos conservan activa la nitrito reductasa. De todos
estos mutantes, el 104, que sbélo tiene actividad diaforasa
y- el 305 que carece de esta actividad y con actividad ni-
trato reductasa terminal, han sido estudiados con mis de-

talles en este trabajo.

2 El1 valor del coeficiente de sedimentacidén de la nitrato
reductasa del tipo silvestre es 10 S, mientras que el de
la diaforasa de los mutantes carentes de actividad termi-
nal es mucho menor (3,5 S). El enzima del mutante carente
de actividad diaforasa (305) presenta un coeficiente de
sedimentacién de 8,3 S. for otra parte, el peso molecular
de la diaforasa del mutante 104, sin actividad terminal,
es 67.000, mucho menor que el de la nitrato reductasa del

tipo silvestre de Chlamydomonas reinhardi (500.000).

.



3 La actividad diaforasa de los mutantes deficientes en
nitrato reductasa terminal, se iéprimé. por amonio al
igual que la diaforasa y la nitrato reductasa del tipo
silvestre, lo que podria indicar que la proteina con
actividad diaforasa;jde esos mutantes, es una parte del

complejo enzimidtico nitrato reductasa del tipo silvestre.

4 Estudios de centrifugacidn en gradientes de sacarosa in

dican que el complejo nitrato reductasa del tipo silves

tre de Chlamydomonas reinhardi, 6145 c,se disocia en sub
unidades que siguen mostrando actividad diaforasa y han

perdido las actividades terminal y total del enzima.

5 Las diaforasas del mutante 104 y tipo silvestre de Chlamy-

domonas reinhardi utilizan los mismos donadores (NAD(P)H)

y aceptores de electrones (ferricianuro, DPIP, menadiona,
citocromo c) con una eficiencia similar. E1 NADPH es mis
efectivo que el NADH como donador de electrones de ambas
diaforasas, y de la nitrato reddctasa del tipo silvestre,
a diferencia de lo que ocurre en la mayoria de algas ver-

des estudiadas, cuya diaforasa utiliza exclusivamente'NADH.

6 A partir de estudios cinéticos, se han deducido valores de
Ky similares, para donadores y aceptores, de la diaforasa

en las estirpes silvestre y mutante 104,
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7 Los estudios realizados con inhibidores y tratamiento
térmico indican que el FAD es un cofactor de la protei
na con actividad diaforasa del mutante 104 de Chlamydo-

monas reinhardi. Asimismo se muestra la presencia de

grupos -SH,necesarios para la actividad, en dicha protei
na. E1 comportamiento de la diaforasa del mutante 104,
frente a estos tratamientos, es esencialmente idéntico al

de la del tipo silvestre.

8 La actividad NAD(P)H-citocromo c reductasa del mutante 104
pfesenta un mecanismo cinético Ping-Pong Bi Bi,‘igual que
el de la diaforasa,asociada a la nitrato reductasa, del ti-
po silvestre, y diferente del mecanismo cinético secuencial
ordenado caracferistico de la mayoria de las deshidrogenasas
estudiadas hasta el momento. Las constantes cinéticas de las
diaforasas de las dos estirpes, presentan valores muy simi-
lares, para NAD(P)H y citotromo c, calculadas a partir de

las representaciones secundarias.

9 Los estudios fisiolbgicos realizados parecen indicar que
la actividad NAD(P)H-diaforasa del mutante 104 es indepen-
diente de la concentracidén de Fe ' en el medio de cultivo.
De lo anteriormente expuesto se puede concluir que, por mu
tacidén, se ha aislado por primera vez la actividad diafora

sa del complejo enzimdtico NAD(P)H-nitrato reductasa del
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alga verde Chlamydomonas reinhardi.

Se ha puesto de manifiesto, en el tipo silvestre de

Chlamydomonas reinhardi, la existencia de un cofactor

capaz de restaurar la actividad NADPH-nitrato reducta

sa del mutante nit-1 de Neurospora crassa (sin activi-

dad nitrato reductasa terminal ni total).

Este cofactor se detecta en células que tienen reprimida
la nitrato reductasa, es bastante inestable, y muy sensi

ble al calor.

El estudio de la regulacidén de la actividad nitrato reduc

tasa en el mutante 305, carente de actividad diaforasa,

- 7D.

indica claramente que es necesaria una diaforasa activa pa -

ra que pueda tener lugar la inactivacidén de la actividad

terminal de la nitrato reductasa, tanto in vivo como in vitro.



TABLA 1

EFECTO DEL C10.K SOBRE EL CRECIMIENTO DE Chlamydomonas

3
reinhardi CULTIVADA EN DISTINTAS FUENTES DE NITROGENO

Tratamiento Fuente de nitrdgeno Crecimiento
Ninguno ' Aspértico +
Ninguno NHZ +

+
+ COLK 0,1 M NH, +
+ C104K 0,1 M Aspértico - -

Células de Chlamydomonas 6145c, procedentes'de

medios con nitrato, se transfirieron a otros con aspéz
tico (0,5 mM) o amonio (8 mM) en presencia y ausencia
de clorato potésico. Después de 24 horas se estimd el
crecimiento por el nGmero de células vivas, sembrando
en placas de Petri, alicuotas convenientemente dilui -

das de cada cultivo.

-7i-



-

TABLA II

CARACTERIZACION DE MUTANTES DE Chlamydomonas reinhardi AFECTADAS EN EL SISTEMA

REDUCTOR DE NITRATO

Actividades enzimdticas (%)

Estirpe - -
NADH-cit.c Rasa FMNHZ-NOSRasa NADH-NOsRasa MVH-NOZRasa
Tipo Silvestre ¢1,8" " 100 100 100 100
102 | 21 4 7 477
103 - 6 6 4 342
104 43 4 9 470
106 - ‘ 20 5 15 485
203 27 0 8 91
301 | 40 5 1 173
305 | , 6 200 3 130
307 | 71 5 3 126
408 61 8 6 86
409 61 10 7 113
412 ' 17 A 10 7 108
510 83 88 121 98
514 - o107 o o o0 79 118

..?t—-
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Las distintas ‘estirpes analizadas se cultivaron,
hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento, en me-

dios con NOZK 4 mM (102, 103, 104 y 106) o con CINH4 10

mM (203, 301, 305, 307, 408, 409, 412, 510 y 514) y poste

rior desrepresidén con NOZK 2 mM, durante 6 horas. Seguida

mente se recogieron las células, se prepararon sus corres

pondientes extractos acelulares y se ensayaron sus activi
dades enzimiticas, segln se indica en Materiales y Méto -
dos. Los 100% de actividad para la estirpe 21 gr fueron:

NADH-cit.c Rasa; 70, FMNHZ—NO Rasa, 20; NADH-NOSRasa, 18;

3
y NADH-NO,Rasa, 53 miliunidades/mg proteina. Para la es -

tirpe 6145 c los valores fueron: 60; 6; 16 y 90 miliunida

des/mg proteina resbectivamenteg Los mutantes 102, 103,
106 y 203 se obtuvieron a partir de 1la estirpe 21 gr y

los (valores de la 6145 .



- . TABLA TIII

CARACTERISTICAS DE LOS MUTANTES DE Chlamydomonas reinhardi AFECTADOS EN LA

ASIMILACION DE NITRATO

.....................................

Actividades enzimiticas

Estirpe .

- NADH-cit.c Rasa FMNH, -NORasa NADH-NORasa MVH-NO,Rasa
102,104,106,203 . _ } .
301,307,408,409
305 - + - +
103,412 3 . - - s
510,514 + + + o+
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TABLA \V

COEFICIENTES DE SEDIMENTACION DE LA NITRATO REDUCTASA
DEL TIPO SILVESTRE 21 gr Y ESTIRPES MUTANTES DE

‘ 'Chl’a‘my‘d‘o‘m‘on‘a‘s Teinhardi

Estirpe 520
b4

Tipo silvestre + + . 10

Mutantes 102

104,307 ¥ - 3,5
+ 8,3

Mutante 305 -




TABSLA

ACTIVIDADES DEL COMPLEJO NITRATO REDUCTASA DEL TIPO SILVESTRE Y MUTANTE 104

DE Chlamydomonas reinhardi

Actividadfespecificaf(mU/mg.proteina)

Estirpe -
NADH-cit. c Rasa FMNH, -NO;Rasa - NADH-NORasa MVH-NO,Rasa

Tipo silvestre 53 20 18 53

Mutante 104 30 1 1 249

Las condiciones experimentales son las mismas de la Tabla II.

P&



TABLA V|

NADH Y NADPH COMO DONADORES DE ELECTRONES DE LA NITRATO REDUCTASA DEL TIPO

SILVESTRE DE Chlamydomonas reinhardi

Concentracién Actividad NO.,Rasa

Donador de electrones (mM) (nmoles de NO% fbrmédo por min)
NADH ‘ 0,3 - | 64
NADPH 0,3 65

La actividad nitrato reductasa se estimd por la cantidad de ni-
trito formado, como se explica en Materiales y Métodos, usando 1 mg de en-

zima purificado del tipo silvestre de Chlamydomonas.

_éﬁ-



TABLA V1

PS

NADH Y_NADPH'COMO DONADORES DE ELECTRONES DE LA DIAFORASA DEL MUTANTE 104

DE Chlamydomonas reinhardi

' Concentracién Actividad diaforasa
Denador de electrones (mM) (nmoles de citocromo c¢ reducido por min)
NADH 0,6 140
NADPH : 0,6 157

La actividad se detérminé con 0,6 mg de diaforasa del mutante

104 de Chlamydomonas siguiendo la reduccién de citocromo ¢, como se indi-

ca en Materiales y Métodos.



TABLA VI

NADH Y NADPH COMO DONADORES DE ELECTRONES DE LA DIAFORASA DEL TIPO SILVESTRE

DE Chlamydomonas reinhardi

Concentracién B Actividad diaforasa

Donador de electrones (mM) : (nmoles de citocromo ¢ reducido por min)
NADH 0,6 140
NADPH ‘ 0,6 | 135

La actividad se determiné con 1 mg de nitrato reductasa del tipo

silvestre de Chlamydomonas, siguiendo la reduccién de citocromo c, como se

indica en Materiales y Métodos.

e



TABLA iX

M
MUTANTE 104 DE Chlamydomonas reinhardi PARA LOS PIRIDIN NUCLEOTIDOS REDUCIDOS

K. s DE LA NITRATO REDUCTASA Y DIAFORASA DEL TIPO SILVESTRE Y DE LA DIAFORASA DEL

Donador de a Kn{ (uM)
electrones Nitrato reductasa Diaforasa

Tipo silvestre Mutante 104 Tipo silvestre Mutante 104
NADH _ 37 - ‘ 50 .61
NADPH 8 - 25 30
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TAB (LA X

P

REPRESION POR AMONIO DE LA NAD(P)H-DIAFORASA DE LOS TIPOS SILVESTRE Y MUTANTE 104

DE Chlamydomonas reinhardi

Actividad especifica (mU/mg proteina)

Estirpe ‘Fuente de nitrdgeno

NADH-diaforasa NADPH-diaforasa
Tipo silvestre NO;, 4 mM ' 60 : 65
Tipo silvestre NHZ, 8 mM 3 4
Mutante 104 NO%, 4 mM 42 . 50
Mutante 104 NH;, 8 mM 3 3

Las actividades enzimdticas se determinaron en extractos acelulares obte-
nidos a partir de células cultivadas en medios con CINH; y transferidas posterior
mente a medios con las fuentes de nitrdgeno que se indica. Otras condiciones del
experimento se describen en Materiales y Métodos. -

3
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TABLA X|

ACEPTORES DE ELECTRONES DE LA NADPH-DIAFORASA DEL TIPO

SILVESTRE DE Chlamydomonas reinhardi

Aceptor de Concentracifn NADPH-oxidado
"electrones (mM) . (nmoles/min)
Ninguno -- 0
Ferricianuro 0,66 159
DPIP | 0,14 | 53
Citocromo ¢ 0,10 15
Menadiona o 0,10 41
BV - 0,33 ' 10
MV ' 0,33 | 9
FMN , 0,14 13
FAD 0,14 17
S 13

La mezcla de reaccidén contenia en un volumen fi
nal de 3 ml: 0,3 mg de nitrato reductasa; 250 umoles
de Tris-ClH, pH 7,5; y los distintos aceptores a las
concentraciones que se indican en la tabla. La reac -
ci6én se comenzdé afiadiendo 0,3 pymoles de NADPH. La acti
vidad se mididé espectrofotométricamente por desapari -
cién de NADH a 340 nm, excepto en los casos del ferri-
cianuro, DPIP y citocromo c, en los que se estimbé por
la variacidn de la absorbancia de la solucidén colorea-
da a 420, 620 y 550 nm, respectivamente.

- 8-



TABLA XU
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ACEPTORES DE ELECTRONES DE LA NADPH-DIAFORASA DEL MUTANTE 104

DE Chlamydomonas reinhardi

Aceptor de Concentracidn NADPH-oxidado
electrones (mM) ' (nﬁolés/min)
Ninguno - 0
Ferricianuro 0,66 157
DPIP 0,14 52
Citocromo‘s 0,10 17
Menadiona 0,10 33
BV 0,33 10
MV 0,33 8
FMN 0,14 9
FAD 0,14 11
NO; 3,30 0

Las condiciones son las descritas en la Tabla ¥X|, sal

vo que la mezcla de reaccién contenia 0,3 mg de enzima.



TABLA X1

ACEPTORES DE ELECTRONES DE LA NADH-DIAFORASA DEL TIPO

SILVESTRE DE Chlamydomonas reinhardi

~Aceptor de Concentracidn. NADH- oxidado
electrones (mM) o (nmoles/min)
Ninguno - - 0
Ferricianuro 0,66 | 54
DPIP | 0,14 28
Citocromo ¢ 0,10 14
Menadiona 0,10 “ 25

BV 0,33 9

MV o 0,33 | 3

FMN | 0,14 3

FAD 0,14 4

No% 3',30 10

Las condiciones son las indicadas en la Tabla ¥Xi
salvo que la mezcla de reaccidén contenia 0,2 mg de en-

zima y 0,3 ﬁmoleé de NADH.



TABLA XIY

ACEPTORES DE ELECTRONES DE LA NADH-DIAFORASA DEL MUTANTE 104‘

DE Chlamydomonas reinhardi

Aceptor de Concentracidn . NADH-oxidado
electrones - (mM) | (nmoles/min)
Ninguno -- 0
Ferricianuro 0,66 77
DPIP | 0,14 31
Citocromo ¢ 0,10 | 20
Menadiona | 0,10 ' 29

BV R 0,33 | 12

MV ' 0,33 4

FMN 0,14

FAD 0,14 4

NO} 3,30 0

Las condiciones son las descritas en la Tabla X[ , sal
vo que la mezcla de reaccidén contenia 0,2 mg de enzima y 0,3

umoles de NADH.



TABLA XV

X.,s DE LA NAD(P)H-DIAFORASA DEL TIPO SILVESTRE Y DEL MUTANTE 104 DE Chlamydomonas

M
" reinhardi PARA DISTINTOS ACEPTORES DE ELECTRONES

Aceptor de ‘ : o Ky (uM)
electrones : " NADH-diaforasa . NADPH-diaforasa
. 'Tipo silvestre ... Mutante 104 Tipo silvestre Mutante 104
Citocromo S 17 , 16 15 16"
. DPIP 28 15 28 | 21

Ferricianuro , 34 - 34 34 34
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‘TABLA X V|

EFECTO DE DIVERSOS INHIBIDORES Y TRATAMIENTOS SOBRE LAS ACTIVIDADES DEL COMPLEJO

NITRATO REDUCTASA DEL TIPO SILVESTRE DE Chlamydomonas reinhardi

Actividad enzimidtica (%)

Tratamiento
o Adicién NADH- NADPH- NADH- NADPH- FMNH,
diafqrasaA | }_diaforasa N NQSRasa NOSRasa NOSRasa
Ninguno ' : 100 ' 100 100 100 100
' Calentamiento a 459C, 5 min 15 15 11 10 90
pHMB 10 M | 0 .0 | o . 0 93
N,Na 0,5 mM 100 100 2 0 5
CNK 0,5 mM | 100 100 | o 0 ' 4

Las actividades se determinaron con 0,3 mg de enzima en las condiciones
descritas en Materiales y Métodos. E1 100% de actividad fué€ para la NAD(P)H-diafo
rasa, 10,5 mU; para la NADH-NO Rasa, 4, 75 mU; para la NADPH-NO Rasa, 6 mU; y para
la FVINH2 N03Rasa, 6,2 mU.
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TABLA X VI
EFECTO DE DIVERSOS INHIBIDORES Y TRATAMIENTOS SOBRE LA

ACTIVIDAD DE LA DIAFORASA DEL MUTANTE 104 DE

Chlamydomonas reinhardi

Tratamiento o . Actividad enzimitica (%)
adicidn

NADH-diaforasa NADPH-diaforasa

Ninguno _ 100 100
Calentamiento a 45°C, 5 min 12 13
p-HMB 10 uM 0 | 0
N.Na 0,5 nM 80 83
QK 0,5 mM 86 90

Las actividades enzimiticas se determinaron con
0,25 mg de diaforasa, seglin se detalla en Materiales y
Métodos. El 100% de actividad correspondiente a los
controles sin tratamiento fué 15,7 mU para la NADH-dia

' forasa, y 16,4 mU para la NADPH-diaforasa.



TADLA XV

EFECTO PROTECTOR DE LAS FORMAS OXIDADA Y REbUCIDA DE LOS -

PIRIDIN NUCLEOTIDOS FRENTE A LA INACTIVACION DE LA
NADPH-DIAFORASA DEL MUTANTE 104 DE Chlamydomonas

“reinhardi POR TRATAMIENTO CON p-HMB

Tratamiento Actividad

(%)

Ninguno ' 100
p-HMB | 14
p-HMB, NADPH | | 94
p-HMB, NADH - | f 66
p-HMB, NADP' 17
p-HMB, NAD® . 14

La diaforasa del mutante 104 de Chlamydomonas
(0,17 mg) se preincubdé en un volumen de 0,3 ml durante

2,5 min a temperatura ambiente con 25 umoles de Tris-ClH,

pH 7,5, 6 pmoles de p-HMB; y 0,3 umoles de los piridin
nucleotldos que se indican. Acabada la preincubacién se
completaron las mezclas con los reactivos del ensayo
standard y se midieron las correspondientes actividades
El 100% de actividad correspondlente al control sin tra
tamiento fué 12,6 mU.
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TABLA XX

VALORES DE K_ Y K, DE LA DIAFORASA DEL TIPO SILVESTRE Y MUTANTE 104 DE
Chlamydomonas reinhardi PARA EL NAD(P)H Y CITOCROMO c

....... K,, Ky (uM) 2

Actividad enzimiatica Sustrato

. ' Silvestre Mutante 104
NADH 44 30

NADH-diaforasa
cit. ¢ 12 7
NADPH 5 _ 9

NADPH-diaforasa
cit.

ig)
~
(=)

®k, (NAD(P)H); K, (citocromo c)

0



TABLA XX

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE HIERRO EN EL MEDIO DE CULTIVO
SOBRE LA ACTIVIDAD NAD(P)H-DIAFORASA DEL MUTANTE 104

DE Chlamydomonas reinhardi

Actividad especifica (mU/mg.pfoteina)

JEe/ (um)

- NADH-diaforasa NADPH-diaforasa
0 36 43
0,1 - | 29 36
1 " - 34 S 44
10 27 : | 32
100 34 42

Células del mutante 104 de Chlamydomonas se cultiva-’

ron en medios con ClNH4 en ausencia de hierro. Se recogie -
ron por centrifugacidén, y una vez lavadas se transfirieron
a medios con NO.K con las concentraciones de hierro que se
indican, en donde se mantpvieron'durante 5 horas para desre
primir la diaforasa. Tras este tratamiento se recogieron
las céluias, se prepararon sus extractos acelulares y.se de
terminaron las actividades enzimidticas que se indican, se -

gln se explica en Materiales y Métodos.



TABRLA XX

'RECONSTITUCION DE LA ACTIVIDAD NADPH-NITRATO REDUCTASA DEL MUTANTE nit-1 DE
Neurospora crassa POR COMPLEMENTACION CON EXTRACTOS ACELULARES DEL TIPO
SILVESTRE DE Chlamydomonas reinhardi CULTIVADO EN AMONIO

Actividad NADPH-NO,Rasa
(nmoles NOi formado/éo min)

Sistema
Tratamiento I Tratamiento II
nit-1? 0,0 0,0
Neurosporab 2,3 3,0
Chlamydomonas 5,0 6,0
nit-1 + Neurospora 51,2 67,5
nit-1 + Chlamydomonas 31,8 42,0
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Los extractos enzimidticos de cada sistéma se obtu-
vieron triturando en morteros las estirpes indicadas. En
el -caso de las mezclas, se trituraron en un mismo mortero
pesos iguales de las estirpes que las constituian. Se pre-
pararon los correspondientes extractos acelulares y se de-
termind la actividad NADPH-nitrato reductasa con 0,2 ml de
cada uno, segln se indica en Materiales y Métodos. En el
tratamiento I los distintos sistemas se preincubaron duran
te 30 min a temperatura ambiente. En el tratamiento II,
después de preincubar 30 min a temperatura ambiente, los
sistemas se mantuvieron 14 horas a 0°C. La concentracidn
de proteina de los extractos fué de 10,5, 11, 3,5, 12 y 6
mg/ml segln aparecen de arriba a bajo en la tabla.

a L Nt e . . . .
Mutante nit-1 de Neurospora cultivado en amonio e induci-

do en nitrato.

b . A N . .
Tipo silvestre de Neurospora cultivado en amonio.
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TABLA XX

RECONSTITUCION DE LA ACTIVIDAD NADPH-NITRATO REDUCTASA DEL MUTANTE nit-1 DE Neurospora

crassa POR COMPLEMENTACION DE LOS EXTRACTOS ACELULARES DE DICHO MUTANTE CON LOS DEL
TIPO SILVESTRE DE Chlamydomonas reinhardi CULTIVADO EN AMONIO

Actividad enzimitica

(nmoles NO, formado/20 min)

Sistema
: NADPH-NOSRasa MVH-NOsRasa
nit-12 0 0
Chlamydomonasb 9 ' 9
nit-1 + Chlamydomonaé S 83 63

Los extractos de nit-1 y Chlamydomonas se obtuvieron independientemente, y se
prepard una mezcla con igual volumen de cada uno. Los tres sistemas se preincubaron
durante 2,5 horas a temperatura ambiente tras lo cual se determind en ellos las acti-
vidades que se indican, siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos.
La concentracién de proteina de los extractos fué de 10 mg/ml para el de nit-1y 3
mg/ml para el de Chlamydomonas.

Mutante nit-1 de Neurospora cultivado en amonio e inducido en nitrato.
bTipo silvestre de Chlamydomonas reinhardi, 6145 c, cultivada en amonio.
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TABLA X X1l

ESTABILIDAD . DEL COFACTOR DE'ChlagydomonaS‘reinhardi FRENTE A DISTINTOS TRATAMIENTOS

Actividad NADPH-NOSRasa

Tratamiento R
(nmoles de NO, formado/20 min)
. . a
Ninguo - : 83
Extracto acelular de Chlamydomonas a 2°C, 12 horas 50
Extracto acelular de Chlamydomonas + Glutation 1 mM a 22C, 12 horas 51
- Extracto acelular de Chlamydomonas a -202C, 12 horas 24
Extracto ‘acelular de Chlamydomonas + Glutation 1 nM a 22C, 12 horas 26

El extracto obtenido a partir de células de Chlamydomonas cultivadas en
amonio fué sometido a los tratamientos indicados. Para la complementacibén se mez-
claron estos extractos (3 mg prot./ml) con volGmenes iguales de extracto de nit-1
indicado (10 mg prot./ml) y tras 2,5 horas de incubacién, a temperatura ambiente,
se determind la actividad con 0,2 ml de cada mezcla. Ni el extracto de nit-1, ni
el de Chlamydomonas tuvieron en ninguno de los casos actividad significativa,cuan
do se ensayaron por separado.

8Extracto acelular recien extraido de células de Chlamydomonas cultivadas en amo-
nio.
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TABLA XXV

’

EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO SOBRE LA ESTABILIDAD DEL COFACTOR DE

Chlamydomonas reinhardi

+

Sistema Actividad NADPH-NOSRasa

(nmoles NO% formado/20 min)

a

nit- 1 , 0
Chlamydoﬁonasb 4
Chlamydomonas calentado a 452, 5 min 2
nit-1 + Chiamydomonas : 37
nit-1 + Chlamydomonas calentado a 452, 5 min 4

Los extractos acelulares de Chlamydomonas se sometieron al
tratamiento térmico que se indica. Se prepararon mezclas para la
complementacidn con vol(menes iguales de extractos de nit-1 y Chla-
mydomonas. Tras 3 horas de incubacidén a temperatura ambiente se de-
termin6é la actividad enzimitica con 0,2 ml de cada sistema. La con-
centracidén de proteina en el extracto de nit-1 fue 11,5 mg/ml, y de
3,7 mg/ml en el de Chlamydomonas.

a . . . L
Extracto del mutante nit-1 de Neurospora cultivado en amonio e in-
ducido en nitrato.

b

Extracto de Chlamydomonas cultivada en amonio.
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TABLA %XV

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DEL COMPLEJO NITRATO REDUCTASA DEL TIPO SILVESTRE Y

MUTANTE 305 DE Chlamydomonas reinhardi

Actividad especifica (mU/mg proteina)

Estirpe

NADH-cit ¢ Rasa FMNH, -NO;Rasa NADH-NO-Rasa MVH-NO,Rasa
Tipo silvestre 60,0 3,0 15,7 90
Mutante 305 3,7 7,3 0,4 118

Las células del tipo silvestre y mutante 305 de Chlamydomonas culti-
vadas en amonio, se transfirieron a medios con NO,K 2 mM, como se explica

en Materiales y Métodos. Tras 6 h en estos medios, se recogieron las célu -

las, se prepararon sus extractos y se analizaron las actividades que se in-
dican (ver Materiales y Métodos).
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TABLA XXV

—-9§-

EFECTO DE LOS PIRIDIN NUCLEOTIDOS REDUCIDOS Y EL FAD SOBRE

LA ACTIVIDAD FMNHZ-NITRATO REDUCTASA  DEL TIPO SILVESTRE

Y MUTANTE 305 DE Chlamydomonas

reinhardi

Actividad FMNHZ—NOSRasa (%)

Adicidén _

' ' Tipo silvestre Mutante 305
Ninguna 100 100
NADH 18 103
NADPH 16 90
FAD 116 135
NADH, FAD 64 99
NADPH, FAD 66 118

1,5 mg de nitrato reductasa del_tipo silvestre y

mutante 305 de Chlamydomonas se preincubaron en un volumen

final de 1 ml, con 200 umoles de Tris-ClH, pH 7,5 y -como

“se indica; 300 nmoles de NAD(P)H y 100 nmoles de FAD. Tras

una hora de preincubacién a temperatura ambiente se toma -

ron alicuotas de 0;1 ml y se ensayé la actividad FMNHZ—ni-k

trato reductasa como se describe en Materiales y Mé&todos.

E1 100% de actividad corresﬁondiente al control sin adicio

nes fué de 10 mU para el tipb silvestre y 13 mU para el mu

tante.



TAR(A XXV

INACTIVACION POR DITIONITO DE LA ACTIVIDAD FMNHZQNITRATO
‘REDUCTASA DEL TIPO SILVESTRE Y MUTANTE 305 DE

- Chlamydomonas reinhardi

~Actividad FMNH,-NO.Rasa (mU/mg proteina)

Adicifbn -

Tipo silvestre Mutante 305
Ninguna 7,1 : 18,7
$,0, 1,1 1,8

La nitrato reductasa del tipo silvestre y mutan-

te 305 de Chlamydomonas, se preincubé en un volumen fi -

nal de 1 ml con 100 wmoles de Tris-ClH, pH 7,5, 300 umo- -

- les de metil-violégeno, y donde se indica, 14 nmoles de
SZOZ y 30 nmoles de COzHNa. Tras 2 h de preincubacién a
temperatura ambiente, se tomaron alicuotas de 0,1 ml en
las que se ensay6 la actividad FMNH,-nitrato reductasa

como se indica en Materiales y Métodos.
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TABLA XXV

‘EFECTO DE LA ADICION DE METILAMINA O AMONIO AL MEDIO DE CULTIVO SOBRE LA ACTIVIDAD

FMNHZ-NITRATO REDUCTASA DEL TIPO SILVESTRE Y MUTANTE 305 DE Chlamydomonas reinhardi

Actividad FMNH,-NO;Rasa (mU/mg proteina)

Tratamiento ‘
- Tipo silvestre - Mutante 305
+ FeCy - - S + FeCy
Ninguno | 5,3 25,2 35,7 36,0
+ Metilamina 2,1 17,4 ‘ 33,6 29,0
+ Amonio | 2,2 17 30,0 30,0

Células del tipo silvestre y mutante 305 de Chlamydomonas cultivadas en amo
nio, se transfirieron a medios con NO2K Z mM como se explica en Materiales y Méto -
dos. Tras 5 h en estos medios se afiadié metilamina 30 mM 6 SO4(NHg), 16 mM al medio
de cultivo. Al cabo de 2 h se recogieron las células, se prepararon 1los correspon -
dientes extractos acelulares en los que se analizé la actividad FMNHj;-nitrato reduc
tasa como se describe en Materiales y Métodos.
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ACTIVIDAD NADH-CIT¢c RASA (mU/mg proteina)

- 10I-

Tipo Silvestre
60
Mutante 307

40.. o

1 Mutante 301
20

] Mutante 305

0 # : ] B ; i : :""‘:']

W0y NHZ NO7 NHg NG NHJ NO3 NHy

Fig. 1 Actividad NADH-Cit ¢ reductasa del tipo silvestre

y de mutantes de Chlamydomonas reinhardi cultivados en

distintas fuentes de nitrdgeno. Las estirpes indicadas se
cultivaron en nitrito o amonio, determinandose la activi-
dad NADH-Cit c Rasa en extractos acelulares, segln se indi

ca en Materiales y Métodos.
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‘,Fig.z Sedimentacidén de la nitrato reductasa del tipo sil

vestre de C'h'Z'am'y'dbmo'nas' reitnhardi, en gradiente de sacaro

sa. La nitrato reductasa de Chlamydomonas reinhardi, es-
tirpe 21 gr se centrifugd durante 12 horas en gradiente de
sacarosa. Acabada la centrifugacidén se recogieron fraccio-

nes de 0,15 ml en las que se analizaron las actividades
que se indican. Para detalles de la técnica y determinacidn

de actividades, ver Materiales y Métodos.
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Eig._g Sedimentacidén de la NADH-citocromo c reductasa de

varios mutantes de Chlamydomonas reinhardi carentes de ac

tividad nitrato reductasa terminal. La diaforasa de los

mutantes 102, 104 y 307 de Chlamydomonas, se centrifugd

en gradientes de sacarosa durante 12 horas. Acabada la cen

trifugacidn se recogieron fracciones de 0,15 ml en las que

se analizd la actividad NADH-cit c Rasa, segiin se indica

en Materiales y Métodos. -
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Fig. Q Sedimentacidn de la nitrato reductasa terminal del

mutante 305 de Chlamydomonas reinhardi carente de activi-

dad diaforasa.

La nitrato reductasa del mutante 305 se cen:

trifugd en gradiente de sacarosa durante 12 horas. Acabada

la centrifugacidn se recogieron fracciones de 0,15 ml en
las que se analizd la actividad MVH-nitrato reductasa, segin

se indica en Materiales y Mé&todos.
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Eig.fr Efecto'de la lipasa sobre la sedimentacidén de la
nitrato reductasa del tipo silvestre de Chlamydomonas
reinhardi 6145 c,en gradiente de sacarosa. La nitrato re
ductasa de Chlamydomonas'se centrifugdé en gradiente de
sacarosa durante 12 horas. Tras la centrifugacidn se reco
gieron fracciones de 0,15 ml, analizindose en ellas las

actividades enzimidticas que se indican (ver Materiales y
"Métodos). (A) Extracto enzimdtico sin ningn tratamiento.
(B) Extracto enzimdtico tratado con lipasa (2 mg/10 ml ex
tracto) durante 3 horas a 0°C. (C) Diaforasa de mutantes
de Chlamydomonas carentes de actividad FMNHZ-NO3 Rasa:
®-@, nutante 102; O~-0O, mutante 104;4-4, mutante 307.
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Fig. b Representacidn de Woolf del efecto de la concen
tracidén de NAD(P)H sobre la actividad nitrato reductasa

del tipo silvestre de Chlamydomonas reinhardi. La reaccidn

se siguid espectrofotométricamente por desaparicidbn de
NAD(P)H a 340 nm, y se determiné la velocidad inicial en
cada caso expresada como nmoles de NAD(P)H oxidado por min.
La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen final de 3
ml: 200 pymoles de Tris-ClH, pH 7,5; 10 umoles de N03K'y
NAD(P)H a las concentraciones indicadas. Se usaron 0,2 mg
de nitrato reductasa en cada determinaciodon. @-@, NADH; -
O-0, NADPH.
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Fig. ¥ Representacidn de Woolf del efecto de la concen
tracidén de NAD(P)H sobre la actividad diaforasa del tipo

gilvestre de Chlamydomonas reinhardi. La reaccidn se si-

guid espectrofotométricamente po reduccién de citocromo
< a 550 nm, determinandose la velocidad inicial en cada
caso, expresada como nmoles de citocromo c reducido por
min. La mezcla de reaccidn contenia en un volumen final
de 2 ml: 200 umoles de Tris-Clh, pH 7,5: 150 nmoles de »
~citocromo ¢ oxidado; y NAD(P)H a las concentraciones in
dicadas. Se usaron 0,2 mg de nitrato reductasa en cada
determinacién.®-@, NADH; O-0, NADPH.
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Fig. 2? Representacidn de Woolf del efecto de la conceﬁ‘
tracién de NAD(P)H sobre la actividad diaforasa del mu-

tante 104 de Chlamydomonas reinhardi. Las condiciones ex

perimentales son idénticas a las de la Fig. , excepto

que se usaron 0,12 mg de diaforasa del mutante 104 de

Chlamydomonas, en cada determinacién. &-g, NADH; O-0, .
NADPH. )
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Fig. “ Representacidén de Woolf del efecto de la concen
tracidén de citocromo ¢ sobre la actividad NAD(P)H-diafo

rasa del tipo silvestre de Chlamydomonas reinhardi. En

ordenadas se representa él1 cociente entre la concentra-
cién uM de citocromo c, y la velocidad inicial de la reac
¢idén expresada como nmoles de citocromo ¢ reducidos por
min. La mezcla de reaccidén contenia en un volumen final

de 2 ml: 0,15 mg de nitrato reductasa; 200 ymoles de Tris-
C1H, pH 7,5; y las concentraciones de citocromo C que se
indican. La reaccidn comenzd por la adicidén de 0,3 umoles
de NADPH (@-@), 6 0,6 umoles'de NADH (O-0). Otras condi
ciones experimentales se detalla en Materiales y Métodos.
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Fig. {0 Representacidén de Woolf del efecto de la concen

tracibén de DPIP sobre la actividad NA‘D(P)H—diafor*asa del

tipo silvestre de Chlamydomonas reinhardi. Las condicio-

nes experimentales son las expresadas en la Fig. 9 , ex-
cepto que se usd DPIP como aceptor de electrones, a las
concentraciones que se indican y se emplearon 0,25 mg de
nitrato reductasa.©-0O, NADH; ®-&, NADPH.
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Fig. 4// Representacidén de Woolf del efecto de la concen
tracidén de ferricuanuro sobre la actividad NAD(P)H-dZafo

rasa del tipo solvestre de Chlamydomonas reinhardi. Las

condiciones experimentales son las expresadas en la Fig. 9

salvo que se usd ferricianuro como aceptor de electrones
a las concentraciones que se indican y 0,25 mg de nitrato

reductasa. -0, NADH; @-, NADPH.
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Eig./ﬁ@ Representacidn de Woolf del efecto de la concen
tracién de eitocromo ¢ sobre la actividad NAD(P)H-diafo

rasa del mutante 104 de Chlamydomonas reinhardi. Las con

diciones experimentales son las mismas de la Fig. 9 y. €X
cepto que la mezcla de reaccidn contenia 0,3 mg de enzi-
ma. ©-O, NADH; @~@, NADPH.
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Fig. 13 Representacidén de Woolf del efecto de la concen
tracién de DPIP sobre la actividad NAD(P)H-diaforasa del
mutante 104 de Chlamydomonas reinhardi. Las condiciones
experimentales son las expresadas en la Fig. 9 , salvo que

se usd DPIP como aceptor de electrones a las concentracio-

nes que se indican y se emplearon 0,3 mg de enzima. ©O-O ,
NADH; @ -®, NADPH.
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Fig. /‘/ Representacidén de Woolf del efecto de la concen
tracidén de ferricianuro sobre la actividad NAD(P)H-diafo

rasa del mutante 104 de Chlamydomonas reinhardi. Las con

diciones experimentales son las expresadas en la Fig. 7 R
salvo que se usd ferricianuro como aceptor de electrones,
a las concentraciones que se indican y se emplearon 0,3 mg
de enzima.©~O, NADH; -9, NADPH.
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Fig.‘/ngfecto de la concentracidén de FAD frente a la
inactivacidn, por tratamiento térmico, de la NADH-dia

forasa del tipo silvestre y mutante 104 de ChZamydomonas'
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reinhardi. La nitrato reductasa del tipo silvestre (0,4mg)

o la diaforasa del mutante 104 de Chlamydomonas (0,5 mg)

se preincubaron a 45°C durante 5 min, en volumen final de
‘ 1 ml en presencia de 200 umoles de Tris-ClH, pH 7,5 y las
concentraciones de FAD que se indican. Tras la preincuba-

cidén se completd la mezcla de reaccidn hasta 2 ml con los

reactivos del ensayo standard, y se determind la actividad

NADH-diaforasa. E1 100% de actividad correspondiente al
control sin calentar fué 15 mU par la NADH-diaforasa del
tipo silvestre y 11 mU para la del mutante.
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Fig. 16 Efecto de la concentracidn de FAD frente a la

inactivacidén, por tratamiento, térmico, de la NADPH-dia

forasa del tipo silvestre y mutante 104 de Chlamydomonas

reinhardiz. Las condiciones experimentales son las mismas

de la Fig./5 , excepto que la actividad determinada fué

la NADPH-diaforasa, y se usaron 0,2 mg de enzima del ti-
po silvestre y 0,25 mg del mutante 104. E1 100% de acti-
vidad correspondiente al control sin calentar fué 12,5 mU

para la NADPH-diaforasa del tipo silvestre y 16 mU para

la del mutante.
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Fig. 1¥ Efecto protector del NADPH frente a la inactivacidn
de la NADPH-diaforasa del tipo silvestre y mutante 104 de

Chlamydomonas reinhardi, por tratamiento con p-~HMB. La ni-

trato reductasa del tipo silvestre (0,15 mg) o la diafora-

sa del mutante 104 de Chlamydomonas (0,12 mg) se preincuba

ron en un volumen de 0,3 ml durante 2,5 min,a temperatura

ambiente, con 25 umoles de Tris-ClH, pH 7,5; 6 nmoles de

p-HMB y las concentraciones de NADPH que se indican. Acaba

da la preincubacidén se completaron las mezclas hasta 3 ml

con las cantidades correspondientes de reactivos del ensayo

standard, y se determindé la actividad NADPH-diaforasa. El

100% de actividad correspondiente al control sin p-HMB fué

37 mU para la NADPH-diaforasa del tipo silvestre y 39 mU

para la del mutante.
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Eig.ffg Efecto protector del NADH frente la inactivacidn
de la NADPH-diaforasa del tipo silvestre y mutante 104

de Chlamydomonas reinhardi, por tratamiento con p—-HMB.

Las condiciones experimentales son las mismas de 1a Fig.%?
excepto que se usé NADH a las concentraciones que se in-
dican y se emplearon 0,15 mg de nitrato reductasa del ti

'po silvestre y 0,12 mg de diaforasa del mutante 104 de

Chlamydomonas. E1 100% de actividad correspondiente al con

trol sin tratar fué 37 mU para la NADPH-diaforasa del tipo
silvestre y 27 mU para la del mutante.
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Fig. 19 Velocidades iniciales de reduccidn de citocromo ¢
por NADH, catalizada por la diaforasa del mutante 104 de

" Chlamydomonas reinhardi, a concentracidn de citocromo ¢

oxidado variable. Los ensayos se hicieron con 0,3 mg de
enz.ima.)y citocromo ¢ a las concentraciones que se indican,
seglin se explica en Materiales y Métodos. La velocidad se
expfesa en unidades arbitrarias. Las concentraciones de
NADH usadas fueron: 1 = 20 ﬁM; 2 = 33,33 uyM; 3 = 66,66 uM;
4 = 200 M. |
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Fig. L0 Velocidades iniciales de reduceidn de citocromo c
por NADPH, catalizada por la diaforasa del mutante 104 de
Chlamydomonas reinhardi, a concentracidén de citocromo ¢

oxidado variable. Las condiciones experimentales son las
mismas de la Fig.{9 Las concentraciones de NADPH usadas
fueron: 1 = 10 uM; 2 = 16,7 uM; 3 = 33,33 uM; 4 = 100 uM.
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F‘ig.DZ/ Velocidades iniciales de reduceidén de citocromo ¢
por NADH, catalizada por la diaforasa del mutante 104 de.

Chlamydomonas reinhardi, a concentracién de NADH variable.

Las condiciones experimentales son las mismas de la Figf47
salvo que se usdé NADH a las concentraciones que se indican.
Las concentraciones de citocromo ¢ oxidado fueron
1T =10 uM; 2 = 16,7 uM; 3 = 33,33 uM; 4 = 100 uM.
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Fig.C&i Velocidades iniciales de reduccidn de citocromo ¢
por NADPH, cataliszada por la diaforasa del mutante 104 de

Chlamydomonas reinhardi, a concentracidén de NADPH variable.

Las condiciones experimentales son las mismas de la Fig. /7]
salvo que se usd NADPH a ias concentraciones que se indican.
Las concentraciones de citocromo ¢ oxidado usadas fueron:

1 =10 uM; 2 = 16,7 uM: 3 = 33,33 uM; 4 = 100 uM,
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fig.zg Representacidn de las intersecciones de la F'Lg/ﬁ

con respecto al inverso de la concentracidén de NADH (uM).
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Flgozzf Representacién de las intersecciones de la Fig.20

con respecto al inverso de la concentracién de NADPH (uM).
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Fig. S Repreéehtacio’n de las intersecciones de Za‘l—'Figs.oZ’/yz'C

con respecto al inverso de la concentracidn de eitoeromo
"¢ oxtdado (uM). O-o, NADH; e—e, NADPH.
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Fig.26 Estimacidén del peso molecular de la diaforasa del

mutante 104 de Chlamydomonas reinhardi por filtracidn en

una columna de Agarosa. Las condiciones experimentales se
encuentran detalladas en ‘Materiales y Métodos.
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Fig. 02} Cinética de complementacidbn, a temperatura ambiente,

entre extractos de nit-1 inducido y Chlamydomonas reinhardz,

6145 ¢ cultivada en amonio. La mezcla para la complementa -
cidén.contenia 1 ml de extracto de nit-1 inducido (10,5

mg prot/ml) y 1 ml de extracto de tipo silvestre de Chlamydo-
monas reinhardi cultivado en amonio (3,3 mg prot/ml). A los

tiempos indicados se ensayd la actividad con 0,2 ml de la mez
cla, como se explica en Materiales y Métodos.
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Fig.°27 Cinética de inactivacidn de la FMNH2—nitrato re-

ductasa del tipo silvestre y mutante 305 de Chlamydomonas

reinhardi, por piridin nucledtidos reducidos. Las condicio
nes experimentales son las mismas de la TableeXXV!, salvo

que las preincubaciones se hicieron a 0°C, y que, a los tiem

pos: indicados, se tomaron alicuotas en las que se realizd la

actividad. E1 100% de actividad correspondiente al control

sin adiciones fué de 20 mU para el tipo silvestre y 25 mU pa

ra el mutante.
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