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I. INTRODUCCION



La atm6sfera terrestre es rica en oxigeno y, por
consiguiente, proporciona un entorno oxidante, en el que
muchos elementos tienden a combinarse con aquél. Asi, el

carbono se oxida a CO, , el nitrSgeno a'NO3 » el azufre a -

SOZ , etc.

Los elementos citados, sin embargo, existen en
los componentes celulares en un estado mis reducido; asi
por ejemplo el carbono estd como CHZO » €l nitr6geno como
-NH2 y €l azufre como —SHé. Por tanto, cuandb un organis-—
mo necesita utilizar cualquiera de estos elementos como
fuente para la sintesis de sus distintos componentes ce=-
lulares, tiene que reducirlos previamente a un estado de
valencia adecuado. La fuente Gltima de poder reductor es
la luz solar. Esta energfa es captada,mediante la foto -
sintesis, por las plantas verdes y por ciertos microorga-
nismos, utiliz&ndola para sintetizar compuestos org&nicos
a partir del anhidrido carbbnico, del nitrato y del sul-
fato. Loé compuestos asi sintetizados, son utilizados des
pués por el reino animal y los demds organismos no foto-

‘sintéticos, para obtener energfa mediante su oxidacién.

De la misma forma que el carbono pasa por un ci



clo de oxidacibén-reduccibn, hay un ciclo del nitrégeno en
la naturaleza, en el que este elemento pasa por distintos
estados redox, reduciéndose al ser asimilado por determi-
nados organismos vivos y oxidindose luego por otros orga-
nismos, que aprowechan asi la energfa que llevan almace-

nada estas formas reducida del nitré6geno.

El nitrato constituye, como es sabido, la fuen-
te principal de nitrégeno que utilizan las plantas y al -
~gas verdes, asi como otros microorganismos que poseen la
capacidad de reducirlo hasta amoniaco para su asimilacién.
En general se trata de un proceso no ciclico, que requie-
re poder reductor ( ocho equivalentes por molécula de ni-
trato ) y no necesita ATP. La otra forma oxidada de nitrd
_geno inorg&nico, el nitr6geno molecular, a pesar de ser
mucho m&s abundante, es asimilado s6lo por bacterias foto
sintéticas ( Arnon et al., 1961, Fogg et al., 1973 )y las
fijadoras no fotosintéticas, tanto libres como simbiéti-
cas ( Yates, 1976 ). Este proceso de fijacibén de nitrége-
no requiere, ademis de poder reductor ( seis equivalentes
por molécula de nitr6geno ), el concurso energético del

ATP .



Héy un pequeno nfimero de bacterias capaces de
interconvertir los distintos compuestos de nitrégeno inor
~gé&nico y obtener energfa, por fosforilacién acoplada ai
transporte de elctrones, para su crecimiento y desarrollo.
Entre ellas destacan las bacterias quimiolitotréficas ni-
trificantes ( que oxidan el amonio hasta nitrato o nitri-
to ), las bacterias que utilizan el nitrato, en ausencia
de oxfgeno, como aceptor terminal de electrones de la ca-
dena respiratoria y, por Gltimo, las bacterias denitrifi-
cantes, que reducen el nitrato y 6xidos de nitr6geno en
_general hasta nitr6geno molecular ( Zumft y C&rdenas , en

prensa ).

En organismos capaces de utilizar nitrato como
fuente de nitr6geno, la reduccibén asimilatoria de nitra -
to hasta amoniaco transcurre en sos etapas enzimiticas :
la primera consiste en la reduccién de nitrato a nitrito,
reaccién que implica la transferencia de dos electrones y
que eSté catalizada por el complejo enzim&tico NAD(P)H-
-nitrato reductasa ( E.C.1.6.6.2. ). En la segunda etapa,
el nitrato se reduce hasta amoniaco,'con transferencia de
seis electrones, estando catalizada esta reaccién por la

ferredoxina-nitrito reductasa ( E.C.1.7.7.1. ) (Hewitt,1975).



La nitrato reductasa de plantas superiores y
algas verdes, asf como la de hongos; es una molibdoflavo-
proteina de elevado peso molecular ( 500.000 daltons ),
que también contiene hierro y que cataliza la transferen-
cia de electrones desde el NAD(P)H al nitrato en una reac
cién en que participan secuencialmente dos actividades.
Estas actividades pueden ensayarse separadamente y cada
una comprende una parte de la cadena transportadora de e-
lectrones de todo el complejo enzimdtico. La primera mitad
es una diaforasa ( o NAD(P)H—deshidrogenasa ) y cataliza
la reduccidén por NAD(P)H de una variedad de aceptores de
uno o dos electrones,del tipo del citocromo ¢, ferricianu
ro, DPIP, etc ( Paneque et al, 1968; Paneque y Losada,
1966; Zumft et al, 1970; Rivas et al, 1973 ). La nitrato
reductasa terminal o nitrato reductasa propiamente dicha,
constituye la segunda mitad del complejo, y utiliza como
donadores de electrones flavin nuclebtidos o violégenos re
ducidos quimicamente con ditionito ( Paneque et al, 1965;
Losada et al, 1969 ). Ambas actividades se afectan de dis
tinto modo por tratamientos e inhibidores selectivos; en
~general, la actividad diafor&sica es muy sensible al tra-
tamiento térmico y a la accién de los reactivos especffi-

cos de grupos sulfhidrilos ( «SH ). Ambos procesos de in-



hibicibn pueden prevenirse de una forma especffica por la
presencia de FAD, grupo prostético de la diaforasa, o de
NAD(P}H , donadores fisiolb6gicos del enzima ( Losada,
1975/76 ). Por otra parte, la nitrato reductasa terminal,
que es resistente al tratamiento-térmico y a los reacti -
vos de los grupos sulfhidrilos, puede ser total y especi-
ficamente inhibida por acomplejantes de metales, del tipo
de la azida, cianuro, cianato y carbamil-fosfato. En todos
los casos, la inhibicién es de tipo competitivo con res -
pecto al nitrato ( Vega et al, 1972 ). En ei caso particu
lar del cianuro, cuando el enzima se mantiene en estado
reducido por adicién del nucle6tido de piridina, la inhi-
bicibén pasa a ser de tipo no competitivo; el ferricianuro
revierte esta inhibicién al reoxidar al enzima y liberar
el cianuro ( Vega et al, 1972; Relimpio et al, 1971; Solo

monson y Vennesland, 1972; Barea et al, 1976 ).

En baéterias fotosintéticas la reduccidén de ni-
trato ha sido muy poco estudiada. Los trabajos realizados
en Rhodospirillum rubrum por Katoh (1962) demuestran la
presencia de una nitrato reductasa, asociada a los croma-
t6foros , cuando dicho organismo se cultiva en la luz,

bien aer6bica o anaer6bicamente, en presencia de nitra -



to como Ginica fuente de nitr6geno. En la bacteria sulfu-
rosa Ectothiorhodospira shaposhnikovii se ha descrito una
nitrato reductasa que depende de ferredoxina como fuente

de electrones( Malofeeva et al, 1975 ).

Con respecto a las algas verdeazuladas, también
llamadas cianobacterias, se encontr6 en Anabaena cylindrz
- ea una nitrato reductasa asociada a partfculas celulares
que dependiendo del mé&todo de preparacibn, ultrasonidos
o acetona, catalizaba la reduccién de nitraﬁo con ferre -
doxina reducida o NADH, respectivamente ( Hattori y Myers,
1967 ), pero cuando el enzima se solubilizaba con Triton
X-100, solamente los nuclebétidos de flavina reducidos ser
vian como donadores de electrones ( Hattori, 1970 ). En
»Anacystis nidulans ( Manzano et al, 1976 ), asi como en
Nostoc #muscorum ( Ortega et al, 1976 ), la nitrato reduc
tasa se encuentra asociada a partfculas fotosintéticas y
la ferredoxina reducida es el donador de electrones. Tan-
to en Anacystis nidulans ( Candau et al, 1976 ) como en
Nostoe muscorum ( Ortega et al, 1976 ), utilizando prepa-
raciones particuladas que exhiben las pertinentes activi-

dades fotosintéticas y enzim&ticas, se ha podido acoplar

la reduccién fotosinética del nitrato a la fotooxidacién



del H,O0 ( Ortega et al, 1976; Candau et al, 1976 ) .Recien
temente se ha visto que la nitrato reductasa de 4. nidu -
lans es un enzima dé»bajo peso molecular, unos 75.000 dal
tons, y que no acepta electrones de los piridin-nucledbti-

dos reducidos ( Candau, 1978).

Las bacterias pueden utilizar nitrato para dos
fines distintos; en primer lugar el nitrato es usado para
la sintesis de los compuestos celulares gque contienen ni-
tr6geno. Este proceso, llamado asimilacién de nitrato,
puede ocurrir tanto en condiciones aer6bicas, como en an-
aerSbicas. En segundo lugar, el nitrato puede ser utilizg
do en condiciones anaerb6bicas como aceptor terminal de e-
lectrones; este proceso se denomina respiraciéﬁ de nitra-
to. En ambos procesos , el primer paso en la utilizacién
del nitrato es la reduccibn de éste a nitrito en una reac
cién catalizada por la nitrato reductasa. En algunas bac-
terias el nitrito puede ser usado también en condiciones
anaerSbicas como aceptor terminal de electrones. En este
Giltimo caso el nitrato es transformado en productos gaseo
sos, como nitr6geno u 6xido nitroso, en el proceso llama-
do denitrificacibén. La literatura acerca del metabolismo

de derivados oxidados de nitrbgeno por microorganismos ha



sido revisada recientemente por Payne (1973}, Pichinoty

(1973), Brown et al. (1974) y Stouthamer (1976).

rPichinoty y Piéchaud (1968) desarrollaron un mé
todo manométrico para el ensayo de la nitrato reductasa
en bacterias. En este método, el bencil violSgeno reduci-
do es utilizado como donador de electrones para la reduc-
cibn del nitrato. El bencil viol6geno es reducido con hi-
dr6geno por medio de una hidrogenasa aislada de Desulfov<
brio vulgaris. De esta manera, la reduccibn de nitrato
puede ser seguida por medidas de consumo de hidr&geno. Es
te ensayo ha sido usado para medir la reduccibn de nitra-
to y clorato en un gran nmero de bacterias ( Pichinoty

et al, 1969 ).

Asimismo, Lowe y Evans (1964) desarrollaron un
método de ensayo para la nitrato reductasa bacteriana ba-
sado en el empleo de metil- o bencil-viol6geno reducido
quimicaménte con hidrosulfito. Este procedimiento de valo
racién de la actividad nitrato reductasa fué medificado
posteriormente por Paneque et al. (1965) para ser aplica-
do al enzima de otros organiémos, tanto eucaribticos como

procaribticos ( ver, por ejemplo, Guerrero et al., 1973 )



Hay dos tipos de nitrato reductasa que pueden
reducir nitrato o clorato, y que difieren en la especifi-
cidad por el sustrato y en su sensibilidad a los inhibi -
dores; la nitrato reductasa A siempre tiene un papel en
la respiracién de nitrato, estd asociada a membranas y re
duce al clorato; la funcién de la nitrato reductasa B es
diferente en distintas bacterias, pero siempre el clorato
act@ia como inhibidor de ella. En un nGmero de bacterias
anaerSbicas facultativas, la nitrato reductasa B tiene u-
na funcibn respiratoria ( Pichinoty, 1970 ). Pseudomonas
putida, que puede llevar a cabo la asimilacién de nitrato
pero no la respiracién, forﬁa nitrato reductasa tanto en
condiciones anaer6bicas como aerf6bicas; en este organismo
el enzima tiene una funcién nutritiva. En Micrococcus de-
nitrificans, la nitrato reductasa A se forma en condicio-
nes anaer6bicas en presencia de nitrato. Este organismo

es capaz de formar ademds, nitrato reductasa B en condi --

ciones aer6bicas y anaer6bicas ( Stouthamer, 1976 ).

Hasta el momento s6lo la nitrato reductasa A de
varias bacterias ha sido obtenida en estado puro. Se han
usado varios métodos para solubilizarla de la membrana;

en Klebsiella aerogenes se ha utilizado deoxicolato al

10
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1,5%; de esta manera, se solubiliza\el 85% de la nitrato
reductasa mientras que s6lo el 30% de la protefna total
asociada a membranas lleg6 a solubilizarse ( Van't Riet y

Planta ,1969).

La nitrato reductasa de Escherichia col? ha si-
do solubilizada por tratamiento térmico a pH alcalino (Mc
Gregor et al., 1974 ). Se demostrS6 que la solubilizacidn
se debfa a la activacibn de una proteasa asociada a mem -

branas ( McGregor, 1975 ).

La nitrato reductasa de Klebsiella aerogenes
puede ser obtenida en dos formas dependiendo del procedi-
miento utilizado para aislarla; han sido llamadas nitrato
reductasa I y nitrato reductasa II ( Van't Riet y Planta
1975 ). La nitrato reductasa I puede ser convertida en ni
trato reductasa II por tratamiento a pH 9,5 en presencia

de deoxicolato y ClNa 0,5 M.

La nitrato reductasa I de K. aerogenes tiene

tres subunidades diferentes de peso molecular, 1,17x105,

4

5,7x10 y5,2x104 daltons respectivamente en razbn molecu

lar 1:1:2. La nitrato reductasa II s6lo contiene las dos
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primeras subunidades en proporcién 1:1; parece que las

dos subunidades pequenas de la nitrato reductasa I s&lo
tienen papel estructural porque la nitrato reductasa IT,
que carece de ellas, es m&s l1l&8bil que la nitrato reducta-
sa I, pero es afln cataliticamente activa. Sin embargo,no
se puede descartar un papel funcional para estas subunida

des en células enteras.

McGregor et al.(1974) aislaron una nitrato re -
ductasa de E. colz de 8x105 daltons de peso molecular, que
contiene,en cantidad equimolecular,subunidades de 1,42x105
b'e 5,8x104 daltons. El peso molecular de la subunidad pe -
quena de la nitrato reductasa de E. coli es idéntico que

el de la subunidad pequefia de la nitrato reductasa II de

K. aerogenes.

Por tratamiento de membranas de E. coli con de-

oxicolato fué solubilizada una nitrato reductasa por Enoch

y Lester (1974) rque contenfa tres subunidades de 1,55x105,

6,3x104 Y 1,9x104 daltons respectivamente. El enzima puri
ficado contenfa citocromo ¢, cuyo grupo hemo se pudo loca

lizar en la subunidad pequena.
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Posteriormente, McGregor’(19751 encontrd que pre
cipitando los extractos de E. coli con Tritdn, se obtenia
una nitrato reductasa que contenfia tres subunidades de pe-
sOs moleculares 1,42x105 . 6x104 ¥ 1,95x104 daltons, res-
pectivamente en razén 1:1:2 . La subunidad pequefia, que es
td ausente en el enzima solubilizado por tratamiento tér -
mico a pH alcalino, fué identificada como la apoproteina
del citocromo b. Nueva evidencia para el papel del molibde
no en la formacién de la nitrato reductasa bacteriana pro-
cede de estudios de competicién con tungstato ( Stouthamer,
1976; Guerrero et al., 1973 ), andlisis de mutantes ( Sto
uthamer, 1976 ) y ensamblaje in vitro, de una nitrato reduc
tasa asimilatoria hibrida realizada por el grupo de Nason

( Ketchum et al., 1970; Nason et al., 1971; Lee et al.,

1974 ).

Por otra parte, se ha demostrado la presencia en
la nitrato reductasa de molibdeno y hierro por estudios
con inhibidores. El tiocianato, conocido quelante del mo -
libdeno, inhibe fuertemente la actividad nitrato reductasa
de M. denitrificans ( Lam y Nicholas, 1969 ), P. denitrifi
cans ( Radcliffe y Nicholas, 1970 ) y K. aerogenes ( Van't

Riet et al., 1975 ). Asimismo, la batofenantrolina, quelan
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te del hierro, tiene tambi&én un efecto inhibidor sobre la
actividad nitrato reductasa en K. aerogenes (- Van't Riet
et al., 1975 ) y en P. denitrificans ( Radcliffe y Nicho-
las,1970 ). Se ha comprobado la presencia de hierro, molib
deno y grupos sulfuro 18bil en las nitrato reductasas de
E. col? ( Forget, 1974 ) ,K. aerogenes ( Van't Riet et al.
1975 ), Micrococcus denitrificans ( Forget, 1971 ) y M.
halodenitrificans ( Rosso et al., 1973 ).Estos resultados
prueban que el molibdeno y el hierro son componentes del
enzima y esenciales para su actividad; sin embargo, no dan
indicacidn de si participan directamente en la transferen
cia de electrones hasta el nitrato. Con estudios en EPR,
parece concluirse que los centros sulfo-férricos partici -
pan en esta transferencia pero no estd claro con respecto

al molibdeno ( Stouthamer, 1976 ).

En contraste con la nitrato reductasa respirato
ria de bacterias, se sabe muy poco acerca de la nitrato re
ductasa asimilatoria de estos procariotas, probablemente
debido a su extrema labilidad, lo que dificulta extraordi-
nariamente su estudio. Asf por ejemplo, en X. aerogenes el
enzima es muy sensible a la sonicacién ( Van't Riet et al.

1968 ). Debido a que las nitrato reductasas asimilatoria
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Y respiratoria no difieren en suS'parametros cinéticos v
pHs Optimos, se ha propuesto que el complejo nitrato re -
ductasa asimilatoria tiene composicién diferente al com -
plejo de la respiratoria, pero que en ambos casos, la ni-
trato reductasa propiamente dicha es la misma protefina.
La verificacién de la hipStesis de que ambas nitrato re -
ductasas sean la misma proteina debe ser apoyada por la
purificacidn y caracterizacibén de la nitrato reductasa a-
similatoria, lo que, debido a su inestabilidad, presenta
gran dificultad. Esta labilidad parece que es una propie-
dad general de todas las nitrato reductasas asimilatorias
de bacterias. Por ejemplo, en extractos libres de cé&lulas
de P. aeruginosa y B. licheniformis no ha sido posible de
tectar actividad nitrato reductasa después de haber creci
do aerobicamente con nitrato como fuente de nitrd&geno.
Por consiguiente, afin queda alguna duda de si la asimila-
cién de nitrato en bacterias es siempre llevada a cabo por

la nitrato reductasa B ( Stouthamer, 1976).

Recientemente, se ha caracterizado la nitrato
reductasa de Azotobacter chroococcum por Guerrero et al.
(1973) qgue resultd ser una molibdoprotefna soluble con un pe

sO molecular de,aproximadamente,lxlo5 daltons. Su actividad
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se inhibe por cianuro y p-HMB y se estimula por la presen

cia de cianato.

Este enzima presénta unas propiedades cinéticas
muy particulares. La formacidn de nitrito, cuando la acti
vidad se ensayaba con violSgeno reducido quimicamente con
ditionito, era proporcional al tiempo s6lo durante los dos
o tres primeros minutos de reaccién, pasados los cuales su
fria una r&pida inactivacién. Esta inactivacién podia ser
impedida con cianato, que también era capaz de reactivar

al enzima una vez producida la inactivacién.

Acoplando el poder reductor generado por cloro-
plastos de espinaca iluminados a la nitrato reductasa de
A. chroococcum, se pudo demostrar que la ferredoxina redu
cida de esta bacteria es un donador de electrones para la
conversién enzim&tica del nitrato a nitrito. Por otra par-
te, en un sistema modelo constituido por ferredoxina-Napp'
reductasa de espinaca y las proteinas de Azotobacter, ferre
doxina y nitrato reductasa, se pudo observar una actividad
significante de nitrato reductasa dependiente de ferredoxi

na y soportada por NADPH ( Tortolero et al., 1975 ).
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Témbién se ha encontrado una nitrato reductasa
soluble en la bacteria anaerobia estricta Clostrididum per
fringens ( Chiba e Ishimoto, 1973 } que acepta los elec -
trones de la ferredoxina reducida por NADH en una reaccién

catalizada por ferredoxina-NAD" reductasa.

Asimismo, se ha aislado y caracterizado la nitra
~ to reductasa asimilatoria de la bacteria Acinetobacter cal
coaceticus ( Villalobo et al., 1977 ) que resultS ser una

molibdoproteina de peso molecular 96.000 daltons, que uti-
liza como donadores de electrones los violSgenos reducidos
quimicamente y ferredoxina reducida con un sistema auxi -

liar de cloroplastos iluminados para el ensayo de su acti-

vidad.

Dependiendo de las condiciones de cultivo, se ha
encontrado en la bacteria Azotobacter chroococcum una ni -
trato reductasa asociada a membranas ( Vila et al., 1977 ).
En este caso se puede descartar la posibilidad de que las
células hayan utilizado el nitrato como aceptor de electro
nes ya que se cultivaron en condiciones aerdbicas. Se vid
que un citocromo del tipo > participaba en la cat8lisis.

El enzima recibe electrones de una gran variedad de com -
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puestos: NAD(PiH, succinato, malato e hidrosulfito. In vi-
tro, la vitamina K, estimula apreciablemeste la actividad.
En contraste con lo que ocurre en la nitrato reductasa so-
luble, el cianato y la azida, bloguean la catdlisis de 1la

nitrato reductasa particulada de A. chroococcum.
REGULACION DE LA NITRATO REDUCTASA

Beevers y Hageman (1969), han conciuido que la
etapa limitante en la asimilacién de nitrato es la reac -
cidén catalizada por la nitrato reductasa. Por ello, los
trabajos acerca del mecanismo de regulacidn de la asimila
cidén del nitrato han sido dirigidos fundamentalmente hacia

el estudio de la nitrato reductasa.

En cuanto a la sintesis y degradacidén del enzi-
ma en plantas superiores y algas, las actividades del sis
tema asimilatorio de nitrato ( nitrato y nitrito reducta-
sés ) varfan con la intensidad de la luz, niveles de C02,
temperatura en el medio de cultivo y con la fuente de ni-
trbgeno ( Beevers y Hageman, 1969; Losada, 1974; Morris,
1974 ). En general, estos enzimas presentan un nivel maxi

mo cuando las células se cultivan en nitrato como finica
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fuente de nitrSgeno y su nivel es practicamente nulo en

cé&lulas cultivadas con amonio.

En trabajos llevados a cabo en nuestro laborato
rio se ha demostrado que el complejo enzimdtico nitrato re
ductasa de organismos eucaribfticos est& sometido a regula-
cidén por oxidacién-reduccidn in vivo, pudiendo existir en
dos formas interconvertibles: una activa, que se inactiva
in vitro por condiciones reductoras, y otra inactiva, que
se reactiva, también in vitro, por condiciones oxidantes
( Losada, 1973 ). Esta interconversién ha sido estudiada
a fondo a nivel celular, subcelular y molecular. Este pro
ceso de interconversibén parece tener importancia fisiolé-
gica y, de hecho, puede obtenerse nitrato reductasa en
cualquiera de sus formas, activa o inactiva, seglin las con

diciones experimentales empleadas ( Losada, 1975/76]).

El amonio, producto final de la reduccibén asimi- .
latoria del nitrato, es, no sblo represor nutricional de
los énzimas del sistema reductor del nitrato, sino que, co
mo veremos luego, es un metabolito que, a tra&és de un me-
canismo todavia poco conocido, provoca la conversidn, in

vivo, de la forma oxidada activa de la nitrato reductasa
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en su forma reducida inactiva. El amonio, por &€l mismo,
no tiene ninglin efecto sobre el enzima in vitro ( Hewitt,

1975; Losada, 1973, 1976; Lorimer et al., 1974 ).

La adicibn de amonio a cé&lulas de Chlorella fus
ca creciendo en la luz con nitrato, produce una répida i-
nactivacién de la porcién terminal del complejo enzim&ti-
co nitrato reductasa. La subsiguiente eliminacidn del amo
nio del medio de cultivo lleva consigo la reactivacidn de
la porcidén terminal y, consecuentemente, de la actividad
total ( Losada et al., 1973 ). El enzima inactivado in vi-
vo por el tratamiento con amonio puede ser reactivado has
ta su actividad inicial por oxidacién in vitro con ferri -

cianuro ( Losada, 1976 ).

El amonio es un agente desacoplante de la foto-
fosforilacién no ciclica ( Losada y Arnon, 1963 ) y, como
tal, puede desempefiar un papel regulador muy especial en
el metabolismo celular ( Losada, 1976, 1974 ). Asi, se ha
podido comprobar que el amonio origina un incremento en el
nivel celular de los nucleétidos de piridina ( Chaparro
et al., 1976 ) y de los nucle6tidos de adenina “"descarga-

dos".
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El arseniato ( Losada et al.,1973; Maldonado et
al., 1974 ), que es también un desacoplante de la fotofos
forilacidén ( Losada y Arnon, 19;3 ) ejerce el mismo efec-
to inactivante sobre la nitrato reductasa in vivo en al -
gas verdes. Lo mismo ocurre con la metilamina, un deriva-
do del amonio, que en contraste con éste actfia como desa-
coplante sin llegar a ser asimilado ( Maldonado et al.,

1974 ).

La'inactivacién in vivo de la nitfato reductasa
de algas verdes por adicién de amonio y otros desacoplan-
tes, requiere luz y coz, pero se puede impedir la inacti-
vacidén por adicibén de amonio,si se evita la acumulacién
de poder reductor ( Losada et al., 1973; Stemler y Radmer,
1975 ). Esto se consigue en presencia de cantidades cata-
liticas de vitamina K4 ( que es facilmente fotooxidada al
aire y utiliza el poder reductor disponible ) o de trazas
de un inhibidor del flujo de electrones novciclico, como
es el 3-(3',4'~-diclorofenil)-1,1-dimetilurea ( Losada,

1976 ).

La inactivacién reversible de la nitrato reduc -

tasa por amonio y otros desacoplantes se ha comprobado re-



22

cientemente en el alga verdeazulada Nostoec muscorum (Or

tega et al., 1977 ).

In vitro, la inactivacidn de la porcidn terminal
del complejo NADH-nitrato reductasa requiere nucledtidos
de piridina reducidos ( GObmez Moreno et al., 1972 ) y es
potenciada por ADP ( Maldonado et al., 1973 ). El enzima

inactivado in vivo o in vitro puede reactivarse por oxida-

cidn a 02C con ferricianuro ( Losada, 1976 ).

El grupo de Vennesland ha propuesto un sistema
de regulacibn metabSlica para la nitrato reductasa basado
en la inactivaéién reversible por cianuro del enzima redu
cido ( Lorimer et al., 1974 ). Ellos concluyen que la irnac
tivacién in vivo después del tratamiento con amonio tiene
lugar por la formacibn de un complejo del enzima reducido
con el cianuro. En otras palabras, ellos defienden que el
producto de la asimilacién del amonio que inhibe a la ni-

trato reductasa es el cianuro.

Se han propuesto, por otra parte, otros mecanis
mos alternativos para explicar la existencia de formas ac

tiva e inactiva de la nitrato reductasa. Por ejemplo, la
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inactivacidén in vivo, por amonio, de lavnitrato reductasa
de Neurospora ha sido explicada por un cambio conformacio
nal del enzima, que afecta su sensibilidad a proteasas

( Subramanian y Sorger, 1972 ) y una inactivacidén similar
en Lemna ha sido explicada por una interaccién reversible

proteina-proteina ( Orembajo y Stewart, 1975 ).

En organiémos procariotas, la regulacibén de la
nitrato reductasa ha sido menos estudiada.En general, la
nitrato reductasa del tipo A de bacterias es un enzima in
ducible que se forma s6lo en ausencia de oxigeno y en pre
sencia de nitrato, aunque en algunos organismos es sufi -
ciente con las condiciones anaerfbicas. Asi ocurre en Ba-
etllus licheniformis ( Schulp y Stouthamer, 1970 ) y en
Haemophilus influenzae ( Sinclair y White,1970 ) y aun en
estos organismos la cantidad de nitrato reductasa formada
aumenta cuando estd presente el nitrato. En condiciones
anaerébicas, el NOE y la azida también pueden inducir, co
mo el nitrato, la formacidbn de nitrato reductasa ( Hackeﬁ-
thal y Hackenthal, 1966 } Groot y Stouthamer, 1970; Chip-
paux y Pichinoty, 1970 ). En presencia de oxIgeno la nitra
to reductasa A no se puede formar ( Stouthamer, 1976;

Pichinoty y d'Ornano, 1961; Pichinoty, 19&5 ). Showe y de
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Moss . (1968) han sugerido que la sintesis de la nitrato re-
ductasa estd controlada por un represor sensible al sustra
to y al potencial redox del medio. Sin embargo, de Groot y
Stouthamer (1970) han propuesto que ¢l factor regulador de
la sfntesis de nitrato reductasa es el estado de oxidacidn-
reduccidén de los componentes de la cadena respiratoria. Ade
mis, se cree que en todas las condiciones en que el flujo
de electrones hacia el enzima es imposible, ocurre la re -
presidén de su formacién. Un posible mecanismo para expli-
car esta represibn seria que la n%}rato reductasa oxidada
actuarfa como su propio represor. Este es un mecanismo de

regulacidn denominado "regulacién autbgena de la expresién

de los genes" ( Golberger, 1974 ).

La sintesis de la nitrato reductasa asimilatoria
bacteriana es reprimida por amonio; esto ocurre en XK. age-
rogenes ( Van't Riet{gg_gl., 1968 )}, Actnetobacter calco~-
aceticus ( Villalobo et al., 1977 ) y Azotobaeter chrooco-

ceum {( Guerrero et al., 1973 ).

En cuanto a la regulacibén de la actividad nitra-
to reductasa asimilatoria de bacterias, se ha encontrado

que la nitrato reductasa de 4. chroococcum ( Guerrero et
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al., 1973 f‘y de Acinetobacter calcoaceticus ( Villalobo
et al., 1977 ) se afecta in vitro por el nitrato en una
forma muy peculiar: concentraciones bajas ( 0,01 - 0,1 mM)
de nitrato inactivan al enzima casi totalmente en poco
tiempo, mientras que concentraciones elevadas ( 10 mM )
no tenian practicamente efecto. El fenfmeno era estricta-
mente dependiente de la presencia simulténea de ditionito
en la mezcla de incubacibén, que se mantenfa a 02C. Esta
inactivacién de la nitrato reductasa por la accién coope-
rativa de ditionito y nitrato se pudo evitar en presencia
de cianato o metil violSgeno. El cianato no sb6lo protegia
al enzima contra la inactivacién,sino que era capaz tam -

bién de revertirla.

Cuando la incubacibn de la nitrato reductasa de
A. chroococeum y de A. calcoaceticus se llevd a cabo a
30eC, en vez de a 02C, en presencia de hidrosulfito, se
pudo comprobar que el nitrato dejaba de ser un requerimien
to para la inactivacién del enzima ( Tortolero et al.,

1975; Villalobo et al., 1977 ).

Debido a que la nitrato reductasa de ambas bac-

terias aerobias puede existir, in vitro, en formas activa
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e inactiva,se ha sugerido que el mecanismo de interconver
sién postulado para la regulacibn de la nitrato reductasa
de eucariontes puede operar también en organismos proca -

ridéticos ( Losada, 1975/76).

Nosotros hemos llevado a cabo en este trabajo
un estudio, in vitro, del efecto de condiciones experimen
tales oxidantes y reductoras sobre la actividad nitrato

reductasa soluble de Azotobacter chroococcum.

Esquem&ticamante, la investigacidén realizada

por nosotros puede resumirse en los siguientes puntos:

1. Inactivacidn de la nitrato reductasa por agentes oxi-
dantes, tales como ferricianuro, glutatibén oxidado y
diclorofenol-indofenol, y su reversibén por ditioceri -

tritol.

2.~ Inactivacién de la nitrato reductasa con el sistema
NADH-NADH bencil viol&geno reductasa de A. chroococcum,
en condiciones aerdfbicas, y su reversidn por ditioeri-

tritol.
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3. Estudio de la fotoinactivacién de la nitrato reductasa
por nuclebtidos de flavina. Efecto de agentes protecto

res y naturaleza reversible de la inactivaciébn.

4. Fotorreduccién de nitrato a nitrito por la nitrato re-
ductasa en presencia de nucledtidos de flavina y . eti -

léndiamino-tetraacetato.

Parte de este trabajo ha sido publicado ya ( Vi-
la et al., 1978a ) o presentado en comunicaciones a congre

sos ( Vila et al., 1978b; Llobell et al., 1978 ).



II. MATERIALES Y METODOS
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II.A. CULTIVO DE CELULAS

El organismo utilizado en este trabajo es la bac-

teria fijadora de nitr6geno Azotobacter chroococcum A.T.C.C.

4412, procedente de la coleccidén de cultivos tipo de la

Universidad de Salamanca.

Las células estaban almacenadas en suspensiones
de 3 ml al 60% de glicerol y a —-20°C. Estas suspensiones
eran inoculadas en frascos erlenmeyer de 500 ml de capaci-
dad con 250 ml de medio estéril, y estos se transferfan a
frascos del mismo tipo de 2 litros de capacidad, que con-

tenfan 1 litro de medio esterilizado.

El medio de cultivo contenfa los siguientes com-
puestos a las concentraciones que se indican: Manitol,
39 mM; NO

K, 8 mM; SO,Mg x 7 H,0, 0,8 mM; C1l,Ca x 2 H,O,
4 2 2

3 2
0,34 mM; SO4Fe x 7 H20, 0,19 mM; ClNa, 3,4 mM; M004Na2,
0,01 mM; EDTA, sal disbdica, 0,02 mM y tampén fosfato pota-

sico, pH 7,5 , 40 mM.

El cultivo celular se realiz6 siempre bajo atmos-

fera de aire a la temperatura de 27°C en un incubador NEW
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BRUNSWICK G~-25, que suministraba a los cultivos una agi-

~ tacibén constante de 200 r.p.ﬁ. .
ITI.B. ENZIMAS
II.B.l. Preparacidn de extractos libres de células

Las células se recogieron en fase exponencial
de crecimiento a baja velocidad en una centrifuga SORVALL

RC-2B y se lavaron con tampén Tris-ClH 0,35 M, pH 7,5 .

Para proceder a su rotura se resuspendieron en
10 ml de tampbn Tris—ClH 0,35 M + DTE 0,5 mM por cada gra-
mo de peso fresco de células; posteriormente se las some-
ti6 a sonicacién en un sonicador ultrasfnico BRANSON, mo-
delo Sonifier B-12 durante 3 minutos a 70 vatios. La mez-
cla resultante se centrifug6é durante 20 minutos a 40.000xg
en una centrififuga SORVALL RC-2B refrigerada. El sobrena-
dante de eséa centrifugacién constituy6 el extracto crudo
exento de células utilizado para la determinacién de acti-

vidades enzim&ticas o para la preparacién de enzimas.
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II.B.2. Preparacidén de la nitrato reductasa

El método utilizado es, esencialmente, el des-
crito por Guerrero et al. (1973), con algunas variaciones.
El extracto crudo se centrifugé a 144.000 x g en una ultra-
centrifuga BECKMAN Spinco, modelo L2-50B durante 2 horas
y media. El sobrenadante de esta centrifugacién constituyé
la preparacidén de nitrato reductasa 8144 . Esta prepara-
cién se diluyd hasta hacerla 50 mM en Tris-ClH, pH 7,5 ,

+ DTE 0,5 mM y se aplic6é a una columna que éontenia un le-
cho de DEAE-celulosa ( 50 mm de altura y 25 mm de di&metro)
que se habfa equilibrado previamente con el mismo tampdn.
La nitrato reductasa se eluyS de la columna con el mismo

tamp6n al que se habfa anadido 200 mM de ClNa.

Salvo en los casos que se indique, esta es la
preparacién de nitrato reductasa utilizada para los distin-

tos experimentos presentados en este trabajo.

Todas las operaciones descritas se llevaron a

cabo entre 0°y 4°C de temperatura.



- 32

III.B.3. Ensayo de la actividad nitrato reductasa

-E1 ensayo estandar de la actividad nitrato re-
ductasa se llev6 a cabo al aire en tubos de ensayo de 5Sml.
La mezcla de reaccibén se incub6 a 30°C durante 3 minutos
y contenfa en un volumen final de 1 ml : tampén fosfato
potésico, pH 7,0 , 100 ymoles; metil viol6geno, 0,15 ymoles;
NO3K, 10 umoles; SZO4Na2 3 ’

Yy una cantidad adecuada de preparacién enzim&tica.

, en 0,1 ml de CO,HNa 95 mM, 0,8mg

Se hicieron controles apropiados que demostra-
ron que las concentraciones empleadas de los distintos
reactivos usados en el trabajo no tenfan interferencias

en el ensayo de la actividad.

‘Todas las incubaciones realizadas tuvieron lu-

~gar en presencia de tampén fosfato pot&sico 0,1 M, pH 7,0.
IT.C. TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICOS
II.C.1. Anaerobiosis en meszclas de incubacidén y ensayos

En los casos en que fué necesario hacer trata-
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mientos anaer86bicos, las soluciones correspondientes se
~ pusieron en vasijas de Warburg. Para hacer la anaerobio-
sis se gasef§ con nitr6geno durante 15 minutos. El apara-

to de Warburg utilizado fué un AMINCO, modelo S-14.

Cuando hizo falta iluminacifn se emplearon lam-
paras de haz frfo de 100 vatios que daban una intensidad
miaxima de 25.000 luces. La intensidad de la luz fué medi-

da con un fotdmetro YSI-KETTERING, modelo 65-A.
II.C.2. Cromatografifa de filtracidn en gel

Los tipos de gel utilizados en este trabajo han
sido : Sephadex G-25 y G-100, suministrados por PHARMACIA,
Upsala, Suecia. Para la recogida de fracciones se utilizé

un colector automitico LKB, modelo Ultrorac.
IT.C.3. Determinactones espectrofotométricas

Se utiliz6 un espectrofotfémetro PYE- UNICAM
SP-1800 con registro automdtico y, para las medidas colo-
rimétricas en la zona visible, un Spectronic 70Q de BAUSCH

& LOMB.
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II.C.4. Determinacidn de nitrito

El nitrito se determiné por la reaccibén de dia-
zotacién de Griess-Ilosway, segfin la técnica propuesta

por Snell y Snell (1949).

A la alicuota en que se desea determinar la can
tidad de nitrito se le afiade 1 ml de reactivo de sulfani
lamida al 1% (p/v) en ClH 2,5 M, y 1 ml de reactivo de
N(-naftil)etilendiamina al 0,2% (p/v). La mezcla ante -
rior se completa con agua hasta 5 ml y se deja desarro-
llar el color durante 10 min a temperatura ambiente, an-
tes de la lectura en el fotocolorfmetro. Se empleb una
recta de calibrado construida con cantidades crecientes
de nitrito tratadas en las condiciones previamente des-

critas.
IT.C.5. Determinacidn de protetna
Para la determinacién de la cantidad de protei-

na se utilizaron el método de Lowry et al. (1951) y una

modificacién de &ste realizada por Bailey (1967} usando-
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se en ambos casos seroalbGmina como protefna patrén.
IT.C.6. Medidas de pH

El pH de las soluciones tampones empleadas se
determin6 con un medidor de pH BECKMAN modelo Expandoma-
tic o con un medidor de pH METHROM modelo E-512 con esca

la expandida.
II.D. REACTIVOS

Los siguientes compuestos: FAD, FMN, NADH, NADPH,
NADP+ Yy Tris se adgquirieron a SIGMA, San Luis, U.S.A.
Bencil violégeno y metil viol6geno, procedfan de MANN,
New York, U.S.A. y de SERVA, Heidelberg, Alemania. PHAR~
MACIA, de Upsala, Suecia, fue el proveedor de los diferen

tes tipos de Sephadex.

La deazaflavina fue cedida por el Departamento

de Genética de esta Facultad.

El resto de los productos utilizados se adquirie

ron a las firmas: SIGMA, MERCK, RIEDEL y FISCHER. El agua



se desioniz6 en un destilador DRA.

El nitr6geno, de alta pureza, fue suministrado

por la S.E.O.
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III. RESULTADOS
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IIT.A. EFECTO DEL TRATAMIENTO‘DE LA NITRATO.REDUCTASA

CON AGENTES OXIDANTES

IrI.A.l. Inactivacidn de la nitrato reductasa de A.chroo-—

Los resultados que se presentan en la Tabla I
muestran el efecto de distintos compuestos oxidantes so -~
bre la actividad de la nitrato reductasa parcialmente pu-
rificada. Se puede observar que el ferricianuro, el DPIP
Y el glutatién oxidado inactivan de forma muy marcada al
enzima. La cistina también ejerce efecto inactivante; en
cambio, hi el NADT ni el NADP+ tienen ningln efecto sobre

la citada actividad.

El enzima iInactivo no recobré su actividad al

dializarlo o filtrarlo a través de Sephadex G-25.

ITT.A.2. Reversidn con tioles de la inactivacién por oxi-

dantes de la nitrato reductasa de A. chroococcum

La Tabla IT presenta los resultados obtenidos

al tratar con diversos tioles al enzima previamente inac-—
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TABLA I

INACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Azotobacter

chroococeum POR DIVERSOS COMPUESTOS OXIDANTES

ADICION CONCENTRACION PORCENTAJE DE
' (M) ACTIVIDAD

Ninguna _— 100

Glutation oxid. 10 32

Cistina 10 50

NAD" . 0,3 90

Napp* 0,3 95

DPIP 0,5 15

Ferricianuro 0,2 8

La nitrato reductasa (2 mg/ml) fue incubada en pre-
sencia de los compuestos indicados durante 10 minutos a
30°C. Después de la incubacibn,se determind la actividad
nitrato reductasa en una alicuota de la mezcla de incuba-
cibén y seglin el ensayo estandar de actividad descrito en
Materiales y Mé&todos.

Las actividades esté&n expresadas en porcentajes de
la actividad del control sin adiciones. La actividad del
control fué& de 420 nmoles de NOE / min / mg de protefina.



TABLA II

REVERSION CON TIOLES DE LA INACTIVACION POR OXIDANTES DE

LA NITRATO REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD

: Ditio- . Glutatidén
ADICION + eritritol + Cistefna + red.
Ninguna 100 115 | 95 90
Glutatién ox. 30 - 85 25 : 32

DPIP 25 80 28 23

40

La nitrato reductasa ( 2 mg/ml ) fué incubada en pre-
sencia de 10 mM de glutatién oxidado y 10 mM de DPIP, don-

de se indica, durante 10 minutos. Al cabo de ese tiempo

se determiné la actividad nitrato reductasa en alicuotas_

de las mezclas y segflin el ensayo estandar de actividad des

crito en Materiales y Métodos. Posteriormente se ahadié
5 mM de DTE, cistefna o glutatién reducido y se incubd
durante 60 minutos. Al cabo de ese tiempo se determiné la

actividad nitrato reductasa de igual modo.

Las actividades estdn expresadas en porcentajes de la

actividad del control sin adiciones. La actividad del con-

trol fué de 400 n moles de NOE / min / mg de protefna.
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tivado con glutatifn oxidado o DPIP. Como se puede obser-
var, el DTE revierte el efecto tanto del glutatifn oxida-
do como del DPIP, recuper&ndose actividad,en ambos casos,

casi hasta la totalidad.

Ninguno de los otros tioles empleados, la cis -
tefna o el glutatién reducido, fueron capaces de reacti -
var, en las mismas condiciones experimentales, al enzima

inactivo.
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IIX.B, ESTUDIO DE LA INACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA

DE A. ehroococcum POR PODER REDUCTOR Y AIRE

ITI.B.1. Inactivacidn de la nitrato reductasa de A. chroo

~coccum dependiente de poder reductor y aire

Las dos preparaciones de nitrato reductasa uti-
lizadas en este trabajo (ver Materiales y Mé&todos) exhi -
ben actividad de NAD(P)H~bencil (metil) viol6geno reducta-
sa (Naik y Nicholas, 1966; Tortolero et al., 1975). Pues-—
to que esta actividad deshidrogendsica es capaz de redu -
cir a la nitrato reducﬁasa (Tortolero et al., 1975), era
Interesante estudiar el efecto de la incubacibén de la pre
paracién de la nitrato reductasa con NAD(P)H y bencil- 6
metil violSgeno. Los resultados que describimos en la Ta-
bla III demuestran que la nitrato reductasa de 4. chroo -
coccum se inactiva cuando se incuba en presencia de ben -
cil violSgenc y de NAD(P)H y que este proceso requiere
condiciohes aerbbicas. Los nucleb6tidos de adenina solos

no ejercfan ningdn efecto.

La Tabla TIT ensefia también que la preparacién

de nitrato reductasa utilizada (8144) posee poder reduc -



43

tor end6geno, puesto que en ausencia de NAD(P}H ex8geno
se logra una inactivacién de la nitrato reductasa supe --
rior al 50%. En efecto, si la nitrato reductasa 8144 se
sometia previamente a una filtraci6én a través de una co -
lumna conteniendo Sphadex G-25, la inactivacifn era es -

trictamente dependiente de adicién de NAD(P)H.

Las flavinas, cuando se utilizaron en sustitu -

cifn de los viol6genos fueron muy poco eficientes.

Como se vé en la Tabla, cuando las incubaciones
se hicieron en atmésfera de nitrSgeno en vez de aire, en
ninguno de los casos ensayados tuvo lugar la inactivacibn

de la nitrato reductasa.

IXT.B.2. Estudio cinético de la inactivacidn de la nitrato

reductasa por poder reductor y aire

En la Fig. 1 se representa el tanto por ciento
de actividad nitrato reductasa frente al tiempo de incuba
cibn del enzima con poder reductor en presencia de aire.
Como se puede ver en la figura, la inactivacién es rdpida;
a los cinco minutos de incubacifn, la actividad del enzi~'

ma queda reducida aproximadamente a un 30%.
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TABLA III

INACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Azotobacter chroo—

coccum DEPENDIENTE DE PODER REDUCTOR Y AIRE

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD

ADICION Nitr6geno Aire
Ninguna 100 100
BV 100 | 45
NADH 100 95
NADH, BV 100 : 18
NADPH ' 100 100
NADPH, BV 100 27

La nitrato reductasa S,,, ( 4mg/ml ) fué incubada a
30°C durante 15 minutos en presencia de los compuestos in-
dicados a las siguientes concentraciones: NADH y NADPH,
0,3 mM; BV, 1,5 mM. La actividad nitrato reductasa se de-
terminé en alicuotas de las mezclas de incubacién y segln
el ensayo estandar de actividad descrito en Materiales y
Métodos. Las actividades est8n expresadas en porcentajes
de la actividad del control sin adiciones. La actividad

-~

del control era de 300 n moles de NO2 / min / mg proteina.
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Fig. 1. Cinética de la inactivacidn de la nitrato reducta—
sa de A. chroococcum dependiente de poder reductor y aire.
La nitrato reductasa 5144 (4 mg/ml) fué incubada a 30°C en
una mezcla que contenfa NADH 0,3 mM y BV 1,5 mM. La activi-
dad nitrato reductasa se determiné tomando una alfcuota de
la mezcla a cada tiempo indicado y segfin el ensayo estandar
de actividad descrito en Materiales y MéEtodos. Las activi-
dades estén representadas como porcentajes de la actividad
del control sin adiciones. Esta actividad era de 320 nmoles

de NO, / min / mg de protefna.
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IIT.B.3. Efecto del pH

La inactivacién de la nitrato reductasa por in-
cubacién con NADH y BV al aire depende del pH en el que

se efectle la incubacién.

En la Fig.2 se representa la cinética de inacti
vacibén a varios pHs. Como se puede observar, la inactiva-—
cibn es mixima en la zona de pH comprendida entre los va-

lores 7 y 8.

IIT.B.4. Influencia de las concentraciones de NADH y BV

en la inactivacidn de la nitrato reductasa de

A. ehroococcum por poder reductor y aire

La concentracifn del NADH durante la inactiva -
cibén influye en la intensidad de esta, como se puede ver
en la Fig.3, haciéndose mixima dicha inactivacién a con -

centraciones correspondientes a 0,2 6 0,3 mM.

La Fig.4 muestra que la concentracibn de bencil
viol6geno usada también influye en la inactivacién de la

nitrato reductasa que estamos estudiando. Como se observa,
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Fig. 2. Efecto del pH en la inactivacidn de la nitrato re-
ductasa de A. chroococcum dependiente de poder reductor y
atre. Las condiciones experimentales fueron como en la Ta-
bla III, excepto que se utilizaron los siguientes tampones,
a la concentracidén de 1,50mM:fosfato pot&sico, pH 6.0 y
7.0; Tris-HCl1l, pH 8.0 y glicil-glicina, pH 9.0. La activi-
dad de la preparacidén de nitrato reductasa utilizada era

300 nmoles de Nog/min x mg de proteina.
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Fig. 3. Efecto de la concentracidén de NADH en la inactiva-

¢idén de la nitrato reductasa de A. chroococcum dependiente

de poder reductor y aire. Las condiciones experimentales
fueron como en la Tabla IIIexcepto que se utiliz6 NADH a
las concentraciones que se indican en la figura. La acti-
vidad de la preparacibén de nitrato reductasa utilizada
(»S144 ) era de 325 nmoles de NOS / min / mg de proteina.
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Fig. 4. Efecto de la concentracidédn de Bencil Violdgeno en
la inactivacidn de la nitrato reductasa de A. chroococcum
dependiente de poder reductor y aire. Las condiciones expe-
rimentales fueron como en la Tabla III excepto que se uti-
1iz6 BV a las concentraciones que se indican en la figura.
La actividad especifica de la preparacién de nitrato reduc-

tasa utilizada ( S144 ) era de 340 nmoles de NOEV / min /

mg de protefna.
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se alcanza el maximo de inactivacién a una concentracién
de 1 mM. En las Fig.3 y 4, el 0% de inactivacidn corres -

ponde a la actividad del enzima sin inactivar.

III.B.5. Proteccidn contra la tnactivacidn por poder re -
ductor y aire de la nitrato reductasa de A. chroo

coecum

Ep los resultados presentados en la Tabla IV se
puede ver que el DTE protege muy efectivamente contra la
inactivacién producida en la nitrato reductasa por NADH y
BV al aire. Asimismo, es efectivo el glutatibén reducido,

Y. en menor grado, el nitrato.

También se puede ver en esta Tabla que el CNO

no es capaz de proteger al enzima contra esta inactivacién.

IIT.B.6. Reversidn de la inactivacidn producida por NADH,

BV y aire sobre la nitrato reductasa

En la Tabla V se representan los resultados ob-
tenidos al tratar con DTE una preparacién de nitrato re =«

ductasa previamante inactivada con NADH y BV al aire. Co-



mo se puede ver, el DTE restaura casi totalmente la acti~

vidad enzimi&tica.

51
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' TABLA IV

EFECTO DE DIVERSOS COMPUESTOS SOBRE LA INACTIVACION DE LA
NITRATO REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum DEPENDIENTE

DE PODER REDUCTOR Y AIRE

ADICION PORCENTAJE DE ACTIVIDAD
Ninguna - 100
NADH, BV 18
NADH, BV, CNO ' 20
NADH, BV, No; 40
NADH, BV, DTE 72
NADH, BV, Glutatién red. 55

Las condiciones experimentales fueron como en la Ta-
bla III(tratamiento al aire). Donde se indica, se utilizé
CNO~ 1 mM; DTE, 5 mM y glutatién reducido, 10 mM. La acti-
vidad de la muestra control era de 310 n moles de NOE /

min / mg protefna.
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TABLA V

REVERSION CON DTE DE LA INACTIVACION DE LA NITRATO REDUC-
TASA DE Azotobacter chroococcum DEPENDIENTE DE PODER RE-

DUCTOR Y AIRE

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD
ADICION

. +DTE
Ninguna 100 102
NADH, BV/ 16 78

Las condiciones experimentales fueron las mismas de
la TablaIIIl excepto que despues de los 15 minutos de in-
cubacidn se afiadi6 DTE a una concentracibébn final de 5 mM
y se dej6 estar durante 60 minutos. Al cabo de este tiem-
po se determind la actividad nitrato reductasa en una ali-
cuota de la mezcla de incubacién. La actividad del control

era de 340 nmoles de NOE formado / min / mg de protefna.
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IIT.C. EFECTO DE LA LUZ Y NUCLEOTIDOS FLAVINICOS SOBRE LA

ACTIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA DE 4. chroococcum.

ITT.C.1. Fotoinactivacidn de la nitrato reductasa por nu-—

eledtidos flavinicos

Los resultados presentados en la Tabla VI mues-
tran el efecto inactivante, que, sobre la actividad nitra
to reductésica tienen los nuclebtidos flavinicos excita -
dos en la luz. Como se puede observar, los nucleétidos,
la riboflavina y la deazaflavina ejercen una inactivacién
muy fuerte del enzima. La luz, por sf misma, no ejerce e-

fecto alguno.

Si la mezcla de inactivacién se mantiene en la

oscuridad, la actividad se mantiene completamente.

ITI.C.2. Efecto de la concentracidn de FMN en la fotoinac

tivacidn

En la Fig.5 se vé la influencia de la COncentri
cibén del FMN en la inactivacién a la luz de la nitrato re

ductasa. Como se puede observar, a una concentracién de
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TABLA VI

FOTOINACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Azotobacter

chroococcum POR NUCLEOTIDOS FLAVINICOS

ADICION PORCENTAJE DE ACTIVIDAD
Ninguna 100
FMN 18
FAD 20
Riboflavina 20
Deazaflavina \19
FMN ,oscuridad 100

La nitrato reductasa ( 2mg/ml ) fué incubada a 30°C
en vasijas de Warburg bajo atm6sfera de nitrégeno durante
8 minutos con una iluminacién de 25.000 luces de intensi-
dad y en presencia de los compuestos indicados a una con-
- centracibén de 0,2 mM. Despues del tiempo de incubacién se
determiné la actividad nitrato reductasa en una alicuota
de las mezclas de incubacién y segfin el ensayo estandar de
actividad descrito en Materiales y Metodos.Las actividades
estén expresadas en porcentajes de actividad del control
sin adiciones. La actividad del control era de 450 nmoles

de NOE'/ min/ mg de proteina.
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Fig. 5. Efecto de la concentracién de FMN en la fotoinacti

vacidén de la nitrato reductasa de A. chroococcum por nucle

6tidos flavinicos. La nitrato reductasa (1,8 mg/ml) se in-
cubd a 309C, bajo atm6sfera de nitr6geno, durante 8 minutos
en presencia de FMN a las tres concentraciones que se indi
can, con una iluminacién de 25.000 luces de intensidad. La
actividad nitrato reductasa se determind en una alicuota de
cada mezcla y segln el ensayo estandaf de actividad descri
to en materiales y métodos. Las actividades estdn represen
tadas como porcentajes de actividad del control sin adicio
nes. Dicha actividad era de 450 nmoles de Nog/min x mg de
proteina.
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5 uM, ya se alcanza el m&ximo de Inactivacién.

IIX.C.3. Estudio cinético de la fotoinactivacidn de la nz

trato reductasa de 4. ehroococecum

En la Fig.6 se representa el tanto por ciento
de inactivacibén conseguido frente al tiempo de incubacién
de la mezcla de inactivacién. Como se puede observar, la
fotoinactivacién de la nitrato reductasa es muy ré&pida.
Al cabo de dos minutos la actividad ha quedado reducida

a menos del 40%.
ITI.C.4. Efecto del pH

El efecto que tiene el pH en la fotoinactivacién
de la nitrato reductasa con nuclebtidos flavinicos esté
representado en la Fig.7 . Como se puede observar, el pH

6ptimo estd entre 7y 7,5 .

IIT.C.5. Efecto del EDTA en la fotoinactivacidén de la ni-

trato reductasa por nucledtidos flavinicos

En la Tabla VIT se v& como el EDTA, cuando esté
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Fig. 6. Cinética de la fotoinactivacidn de la nitrato re-
ductasa de A. chroococcum por nucledtidos flavinicos. La
nitrato reductasa (1,9 mg/ml) se incubb6 a 30°C bajo atmos-
fera de nitrbdgeno en presencia de FMN 0,2 mM con una ilu-
minacién de 25.000 luces de intensidad. A los tiempos in-

dicados se determiné la actividad nitrato reductasa en a-

licuotas de la mezcla y seglin el ensayo estandar de acti-
vidad descrito en Materiales y M&todos. Las actividades

estén representadas como porcentajes de la actividad del

control sin adiciones. La actividad del control era de

450 nmoles de NOE / min / mg de protefna.



- 59

1004—, .

pH 5.5

-3
(<]
1

[ [ ]

~

ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA (%)

\ F‘ . ® \ °
PY . [ ] .-
50. pH 85
\l . )
25 o\°-* o o
N pH 15|
[ ] \ R o
pH 1.0
5 10 15

TIEMPO (minutos),

Fig. 7. Efecto del pH en la fotoinactivacidn de la nitrato

reductasa de A. chroococcum por nucledtidos flavinicos.

Las condiciones experimentales fueron como en la Fig.6, ex
cepto que se utilizaron los siguientes tampones, a la con-
centracién de .150mM: fosfato potdsico, pH 5.5 y 7.0; Tris-
HCl, pH 7.5 y 8.5. La actividad.de la preparacidn de nitra
to reductasa empleada era de 430 nmoles de Nog/min X mg de
proteina.
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TABLA VII

EFECTO DEL EDTA SOBRE LA FOTOINACTIVACION DE LA NITRATO
REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum POR NUCLEOTIDOS

FLAVINICOS
ADICION PORCENTAJE DE ACTIVIDAD
Ninguna 100
FMN 10
EDTA 105
FMN,EDTA 95

Las condiciones experimentales fueron como en la Ta-
bla VI. Donde se indica, se utilizé EDTA a una concentra-

ci6bn final de 1 mM. La actividad de la muestra control

era de 420 nmoles de NO2

formado/ min / mg de proteina
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presente en la mezcla de incubacibn, impide la inactiva -

cibn de la nitrato reductasa.

La concentracién de EDTA empleada, influye en
el efecto protector que ejerce; esto se puede observar en
la Fig.8 . El miximo de proteccibn se alcanza, aproxima -

damente, cuando la concentracién del EDTA es de 1 mM.

ITI.C.6. Proteccidn por diversos compuestos contra la fo-
toinactivacidén de la nitrato reductasa de A.chroo

cocecum

Ademé&s del EDTA, hay otros compuestos que ejer-
cen una accién protectora de la actividad nitratobreduc -
tésica, frente a la inactivacién que ésta sufre al someter
la a la accibén de la luz en presencia de nucleStidos de

flavina.

Como se puede ver en la Tabla VIII, el DTE y el
NADH protegen completamente la actividad; el ascorbato es
también muy eficiente y, un poco menos, el glutatién re -~

ducido y la cistefna.
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Fig. 8. Efecto de la concentracién de EDTA sobre la fotoi-

nactivacién de la nitrato reductasa de A. chroococcum por

nucledtidos flavinicos. La nitrato reductasa (2 mg/ml) se
incubé a 30°C bajo atmésfera de nitr8geno durante 8 minu-
tos en presencia de FMN 0,2 mM y las concentraciones que

se indican de EDTA, con iluminacién de 25.000 luces de in-
tensidad. La actividad nitrato reductasa se determin$ en u-
na alicuota de cada mezcla segin el ensayo estandar de acti-
vidad descrito en Materiales y Métodos. Las actividades es-
t&n representadas como porcentajes de la actividad del con-
trol sin adiciones. Dicha actividad era de 480 nmoles NOE /
min / mg de protefina.
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TABLA VIII

EFECTO DE DIVERSOS COMPUESTOS SOBRE LA FOTOINACTIVACION
DE LA NITRATO REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum POR
NUCLEOTIDOS FLAVINICOS

ADICION PORCENTAJE DE ACTIVIDAD
Ninguna 100
FMN 6
FMN, EDTA . 90
FMN, Ascorbato 80
FMN, NADH 103
FMN, DTE ' / 103
FMN, Cisteina 75
FMN, Glutation red. 66
FMN, I | 7

La nitrato reductasa (1,6 mg/ml) se incub6, donde se
indica, en presencia de los compuestos senalados en la ta-
bla, a las siguientes concentraciones finales: FMN, 0,2mM;
EDTA, 1 mM; ascorbato sé6dico, 10 mM; NADH, 0,3 mM; ioduro
potdsico, 10 mM. Las condiejiones experimentales de ilumina-
cibn, anaerobicidad y medida de la actividad nitrato reduc-

tasa fueron como en la Tabla VI, La actividad de la mues-

—

tra control era de 470 nmoles de NO2

formado /min/ mg de

proteina.
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El i6n ioduro no tiene efecto alguno.

ITI.C.7. Influencia de la intensidad y tipo de luz emple-—
ados en la fotoinactivacidn de la nitrato reduc-—

tasa

La intensidad de la luz empleada para la foto -
inactivacién de la nitrato reductasa de 4. chroococcum,
influye en la magnitud de la inactivacibn conseguida. En
la Fig.9 se representan los resultados obtenidos al some-
ter al enzima a iluminacifn en presencia de FMN, variando
la intensidad de lé luz. Como se puede observar, hay un
umbral de intensidad, a partir del cual, con un pequeno

cambio, aumenta la inactivacién en un gran porcentaje.

También influye el tipo de luz empleado. Los re
sultados obtenidos al variar la luz empleada se presentan
-en la Tabla IX donde se indica que es la luz azul la res-
ponsable de la inactivacién de la nitrato reductasa. Con

luz roja no tiene lugar esta inactivacién.

IIL.C.8. Reversidn con DTE de la fotoinactivacidn de la
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Fig. 9. Efecto de la intensidad de la luz en la fotoinacti-—

vacidén de la nitrato reductasa de A. chroococcum por nucle-—

Stidos flavinicos. La nitrato reductasa (2,1 mg/ml] se incu-

b6 a 30°C bajo atmésfera de nitr8geno, durante 8 min en pre-

sencia de FMN 0,2 mM, con iluminacién a las distintas inten-

sidades de luz que se indican. La actividad nitrato reducta-

sa se determindé como en la fig. 8. Las actividades estén re-

presentadas como porcentajes de la actividad del control sin
iluminar. Dicha actividad era de 470 nmoles de NOE / min /

mg de protefna.
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TABLA IX

EFECTO DE DISTINTOS TIPOS DE LUZ EN LA FOTOINACTIVACION
DE LA NITRATO REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum POR

NUCLEOTIDOS FLAVINICOS

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD

TIPO DE LUZ INTENSIDAD ~FMN +FMN
(%)

Blanca 100 100 10

Roja 48 100 93

Azul 40 100 35

La nitrato reductasa (2 mg/ml) se incubd a 30°C bajo
atmosfera de nitrégeno durante 8 minutos en presencia de
0,2 mM de FMN y con los distintos tipos de luces indica-
dos conseguidos con filtros de plexiglas rojo o azul res-
pectivamente. La actividad nitrato reductasa se determiné
en una alicuota de las mezclas y segln el ensayo estandar
de actividad descrito en Materiales y M&todos. Las activi-
dades estén expresadas en porcentajes de la actividad del
control sin adiciones. Esta actividad era de 420 nmoles
de NOE / min / mg de protefna. El 100% de intensidad de
luz corresponde a 25.000 luces. '
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En el caso de la inactivacibn de la nitrato re-—
ductasa con luz y nucleétidos flavinicos, el DTE, como en
los otros dos casos de inactivacién estudiados en este

trabajo, consigue restaurar la actividad casi al 100%.

Estos resultados se presentan en la Tabla X .

Como podemos ver, tanto en el caso en que se utiliza FMN,
como en el que se utiliza FAD, el DTE es capaz de rever -
tir la inactivaci6n causada por estos nucle6tidos. E1l DTE
también ejerce su accién reactivante sobre un enzima sin

inactivar, tratado con FMN, en la oscuridad. La concentra
cibn de DTE empleada influye en esta reversién, alcanz&n-—
dose el m&ximo cuando el DTE se utiliza a una concentra -

cibén de 5 mM, como se recoge en la Fig.10 .

IIT.C.9., Cinética de la reversidn con DTE

En la Fig.ll se representan los resultados obte
nidos al incubar la nitrato reductasa inactiva en presen-—
cia y ausencia de DTE durante distintos periodos de tiem-
po. La figura indica que, al cabo de una hora de incuba -
cién en presencia de DTE, la actividad especifica de la
nitrato reductasa ha subido desde 0,15 hasta mas de 0,30

U/ mg de protefna.
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TABLA X

REVERSION CON DTE DE LA FOTOINACTIVACION DE LA NITRATO
REDUCTASA DE Azotobacter chroococcum POR NUCLEOTIDOS

FLAVINICOS

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD

ADICION . + DTE
Ninguna 100 , 125
FMN 10 110
FAD 15 100
FMN, oscuridad 100 125

La nitrato reductasa ( 2,2 mg/ml ) fué incubada a 30°C
en vasijas de Warburg bajo atmb6sfera de nitr6geno durante
8 minutos con una iluminacién de 25.000 luces de intensi-
dad. Donde se indica se afiadié FMN y FAD a una concentra-
cién final de 0,2 mM. Después del tiempo de incubacién se
determiné la actividad nitrato reductasa en alicuotas de
las mezclas y segfin el ensayo estandar de actividad descri-
to en Materiales y ME&todos. Posteriormente se anadié DTE
a una concentracién final de 5 mM y se incub$ 60 minutos,
procediéndose entonces a determinar la actividad de igual
modo. Las actividades estén expresadas en porcentajes de
actividad del control sin adiciones. La actividad del con-

trol era de 450 n moles de No; / min / mg de proteina.
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Fig.l0. Efecto de la concentracidn de DTE en la reversidn
de la fotoinactivacién de la nitrato reductasa de A. chro—
ococcum. -La nitrato reductasa (2 mg/ml), previamente foto-
inactivada con FMN 0,2 mM, se incub6 a 30°C durante 60 min
en presencia de DTE a las concentraciones que se indican.
La actividad nitrato reductasa se determiné como en la fig.
8 . Las actividades estdn representadas como porcentajes
de la actividad del control sin fotoinactivar. Esta acti-

vidad era de 460 nmoles de NOE / min / mg de protefna.
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ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA (U/mg de proteina)
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Fig.ll. Cinética de la reversidn con DTE de la fotoinacti-

vaeidn de la nitrato reductasa de A. cehroococcum. La ni-
con

trato reductasa (2 mg/ml), previamente fotoinactivada

FMN 0,2 mM,se incub6 a 30°C en presencia y ausencia de

DTE 5 mM. A los tiempos indicados se determiné la activi-

dad nitrato reductasa en una alfcuota de cada mezcla y se-

~glin el ensayo de actividad estandar descrito en Materia-

les y Métodos

1l Unidad de actividad nitrato reductasa:1l umol de nitrito

formado / min.
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III.D. FOTORREDUCCION DE NITRATO A NITRITO POR LA NITRA~

TO REDUCTASA DE A. chroococcum

En la Tabla XTI se puede observar la reduccién
de nitrato a nitrito que tiene lugar por la nitrato reduc
tasa cuando é€sta se ilumina en presencia de FMN y de EDTA.
Como se puede ver, de entre los diversos donadores de el-
lectrones ensayados, s6lo el EDTA es capaz de servir como
reductor de la flavina iluminada y, por tanto, del enzima.
Ni el ascorbato, ni el NADH son capaces de actuar como do
nador de electrones, a pesar de su efecto protector con -
tra la fotoinactivacién de la nitrato reductasa ( ver la

Tabla VIII).

- Cuando se mantiene al enzima en presencia de FMN
y EDTA en la oscuridad, la reduccifén de nitrato a nitrito

no tiene lugar.

En la Fig.1l2 se puede observar la fotorreduccibn
de nitrato a nitrito en funcifn del tiempo de ensayo. Se

vé que la reaccibn sigue una cinética lineal.

El pH influye en esta actividad, alcanzéndose el
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TABLA XI

FOTORREDUCCION DE NITRATO A NITRITO POR LA NITRATO REDUC-

TASA DE Azotobacter chroococcum

NITRITO FORMADO

ADICION

(n moles)
Ninguna 6
FMN ' 4,5
EDTA
FMN, EDTA 40
FMN, Ascorbato
FMN, NADH
FMN, EDTA, oscuridad 3

La nitrato reductasa ( 0,2 mg/ml ) se incub6 a 30°C
bajo atmésfera de nitrégeno, durante 5 minutos, con ilu-
minacidén de 25.000 luces en presencia de NO3K , 10 mM vy
los compuestos indicados a las siguientes concentraciones:
FMN, 0,2 mM; EDTA, 10 mM; Ascorbato, 10 mM; NADH, 0,3 mM.
Al cabo del tiempo indicado se valord el nitrito formado
" como se describe en Métodos Analiticos, después de elimi-
nar las interferencias del ascorbato ( Katoh, 1963) y del
NADH (Medina y Nicholas, 1957) en la determinacién de ni-
trito.
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Fig.12. Cinética de la fotorreduceidn de nitrato a nitrito
por la nitrato reductasa de A. chroococcum. La nitrato re-
ductasa (0,1 mg/ml) se incub8 a 30°C bajo atm6sfera de ni-

tr6geno, con iluminacién de 25.000 luces de intensidad, en
presencia de FMN, 0,2 mM; EDTA, 10 mM; NO3K, 10 mM. A los
tiempos indicados se valor6 el nitrito formado como se des-—

cribe en Métodos Analiticos.



m&ximo valor en la reduccién de nitrato cuando el pH est&

entre 7 y 8, como se puede observar en la Fig.1l3 .
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Fig.13. Efecto del pH en la fotorreduccidén de nitrato a ni-

trito por la nitrato reductasa de A. chroococcum. La nitra-

to reductasa (0,2 mg/ml) se incubé a 30°C bajo atmé6sfera de
nitrégeno durante 5 min, con iluminacién de 25.000 luces de
intensidad, en presencia de NO3K 10 mM y los tampones sigui-
entes a la concentracién de 100 mM : Citrato, pH 5,0 , 5,6

y 6,2 ; fosfato poté&sico, pH 7,0 v 7,5 ; glicil-glicina, pH
8,0 , 9,15 y 10,0 . Al cabo del tiempo indicado se valoré

el nitrito formado como se describe en Métodos Analiiticos. |



IV. DISCUSION
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Lé asimilacién del nitrbSgeno nitrico constituye
un proceso fundamental del metabolismo de las plantas su-
periores, algas, hongos y bacterias. Los estudios lleva -
dos a cabo en este Departamento y por otros grupos de tra
bajo, han puesto de manifiesto que en la reduccidn asimi-
latoria del nitrato a amonio intervienen, secuencialmente,

dos enzimas: la nitrato y la nitrito reductasas.

Uno de los aspectos del metabolismo del nitrato
que, en la actualidad, est& siendo objeto de mayor aten -
cibén es el de la reqgulacidén de la actividad del primer en
zima de su ruta asimilatoria. La mayor parte de las inves
tigaciones sobre la regulacién de la actividad nitrato re
ductasa se han realizado con el enzima de algas verdes y,
en menor extensibn, con la nitrato reductasa de bacterias
fotosintéticas y hongos. Por otra parte, sblo escasos tra
bajos se han dirigido hacia el conocimiento de la ruta a-
similatoria del nitrato y su regulacibén en organismos pro

cariéticos quimiorganotr&ficos ( Kennedy et al., 1975).

La interconversién entre dos especies enzimdti-
cas, una activa y otra inactiva, de diversos enzimas que

intervienen en diferentes procesos del metabolismo, cons-
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tituye una de las formés conocidas de regulacibén de la ac
tividad enzimitica. Este proéeso de interconversidn esta

basado en una modificacién quimica del enzima, normalmen-
te la formacidn o rotura de un enlace covalente y, gene -

ralmente, catalizado por otro enzima.

'La interconversién metab&Slica entre una forma
activa y otra inactiva de la nitrato reductasa asimilato-
ria ha sido propuesta por este Departamento y corroborada
por otros grupoé de trabajo. De acuerdo con'trabajos pre-
vios realizados en este laboratorio, la hitrato reductasa
de -plantas superiores ( Castillo et al., 1975), algas ver
des ( Herrera et al., 1972 ), levaduras ( Rivas et al.,
1973 ) y bacterias ( Guerrero et al., 1973; Villalobo et
al., 1977 ) puede éxistir en dos formas: una oxidada y ac
tiva, y otra reducida e inactiva. La conversidn de la for
ma activa en inactiva la lleva a'cabo el poder reductor
generado en la luz por los pigmentos fotosinteticos, o en
la dscuridad,por los piridin nucleétidos reducidos ( He -
rrera et al., 1972} Losada et al., 1973 ). En condiciones
experimentales adecuadas, ambas formas de la nitrato re -
ductasa, activa e inactiva, se pueden preparar in vivo e

in vitro. Pero asi como la obtencién de la forma inactiva
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de la nitrato reductasa, a partir de la especie activa,se
consigue con sustratos y metabolitos celulares, no se co-
noce cudl es el mecanismo fisiol6gico de la reactivacién
del enzima inactivo. In vitro, s&8lo se ha conseguido la”
reactivacidén de la nitrato reductasa inactiva mediante

oxidantes artificiales ( Losada, 1975/76 ).

En nuestro laboratorio también se ha conseguido
reactivar a la nitrato reductasa de plantas superiores y

algas verdes con luz azul ( Aparicio et al., 1976 ).

El modelo propuesto para la regulacién de la ac
tividad nitrato reductasa concuerda con la evidencia expe
rimental obtenida con el enzima de muy diversos origenes.
Debido a que hasta hace muy poco tiempo no se disponia de
preparaciones enzimiticas sﬁficientemente purificadas, afin
no se ha podido profundizar en el mecanismo quimico de la
interconversién. La dilucidacién de los agrupamientos de
la proteina,implicados en la regulacibén de la nitrato re-
ductasa y, como hemos mencionado ya, la preparacifn de la

forma activa de la nitrato reductasa,empleandq condiciones
experimentales y compuestos fisioldgicos, constituye un a

trayente campo de trabajo al que prestan su atencidn dis-
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tintos grupos de investigadores.

Los resultados que nosotros hemos conseguido aho
ra pueden contribuir al esclarecimiento de la regulacibn
del enzima nitrato reductasa de bacterias aerobias, en par
ticular, y al mecanismo de la interconversidn metabdlica

de la nitrato reductasa, en general.

El enzima responsable de la reduccidn asimilato -
ria de nitrato a nitrito en la bacteria aerobia 4Azotobac-
ter chroococcum, ofrece ventajas aprioristicas,para el es
tudio fisico-quimico de sus propiedades y regulacibn. El
hecho de carecer de la porcién NAD(P)H-diaforasa, comfn
al complejo enzim&tico NAD(P)H-nitrato reductasa de orga-
nismos eucaridticos, y de haberse encontrado en este labo
ratorio la. susceptibilidad de la nitrato reductasa de Azo
tobacter a ser inactivada reversiblemente por las condi -
ciones reductoras del m&todo de ensayo de su actividad,
justificaban un estudio més profundo de la regulacidn de

este enzima.

El significativo aumento de los niveles de acti
vidad nitrato reductasa en extractos crudos de A. chrooco

ecum después de ser incubados, a temperatura ambiente, con
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ditioeritfitol(c.f} GOmez-Moreno y Palacian, 1974;Castillo
et al., 1975 ), ademds de la inactivacidn del enzima al
ser tratados los extractos crudos con ferricianuro ( com
puesto que lleva a cabo la reactivacién de la forma inac-
tiva de la nitrato reductasa en plantas y algas verdes in
XEEEQ ( Losada, 1975/76 ), fueron los puntos de partida
para el estudio del efecto de distintos compuestos oxidan

tes sobre la nitrato reductasa de 4. chroococcum.

Nuestros resultados han puesto de manifiesto que
la nitrato reductasa de 4. chroococcum se inactiva marca-
damente, por tratamiento con una gran variedad de oxidan-

tes ( Tabla I ).

La sulfito oxidasa hepé&tica, btro enzima que
contiene molibdeno, también se inactiva por ferricianuro
( Kessler y Rajagopalan, 1974 ). No obstante, la inactiva
cidén de la sulfito oxidasa por ferricianuro era irreversi
ble y hay pruebas que implican al centro de molibdeno del
eﬁzima como el lugar de la inactivacidén. En el caso de la
nitrato reductasa, que aqui se discute, el ferricianuro y
los demis agentes oxidantes que inactivan al enzima, po-

drian afectar a los grupos sulfhidrilos del enzima activo
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oxidandolos. De hecho, el ferricianuro ha sido usado ruti
nariamente como un reactivo de grupos sulfhidrilos de pro
teinas ( Webb, 1966 ). Esta interpretacibn se vé apoyada
por pruebas experimentales, como es la reversién de la in
activacidén por ditioeritritol ( Tabla II ), compuesté qui
mico que actfia sobre puentes disulfuro, a los que reduce

cuantitativamente ( Cleland, 1964 ).

Por otra parte, puesto que el ditionito, por si
mismo, es capaz de inactivar a la nitrato reductasa de
Azotobacter ( Tortolero, 19757 Paneque et al., 1976 ),
era interesante estudiar la reduccidn del enzima con colo
rantes artificiales reducidos enzimiticamente. La activi-
dad NAD(P)H-bencil viol&geno reductasa de Azotobacter que
nosotros hemos utilizado para estos fines, es similar a
la descrita por Naik y Nicholas ( 1966 ) en Azotobacter
vinelandii. Posteriormente, Yates ( 1972 ) purificbd y dq§
cribid las propiedades de una NADH-deshidrogenasa de 4. |
echroococcun.M&s recientemente se habfa encontrado que una
preparacibén parcialmente purificada de A. chroococcum era
capaz de catalizar la reduccién de nitrato a nitrito con
NAD(P}H como donador de electrones, siendo la reaccidn es

trictamente dependiente de metil violSgeno ( o bencil -
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viol6geno ) como transportador de electrones. También se
demostrS que 1la reduccién'de‘hitrato, soportada por el

NADPH, procedia en dos pasos catalfticos independientes,
cada uno de ellos catalizado por una protefna diferente

( Tortolero et al., 1975 ).

Utilizando, por consiguiente, el sistema NAD(P)H
Y NAD(P)H-bencil violb6geno diaforasa, dispondrfamos de un
‘método para reducir.a la nitrato reductasa soluble de Azo
-tobacter, y estudiar el efecto del suministro de poder re

ductor sobre su actividad.

Nuestros resultados han demostrado que,.cuando
el tratamiento se lleva a cabo incubando la mezcla de
reaccién al aire, la nitrato reductasa se inactiva, en pe
riodos cortos de tiempo, en mids de un 80% de su actividad

inicial ( Tabla IIT ).

El hecho de que la simple adicibn del transpor-
-tador, BV, origine una inactivacidn apreciable de 1la nitra
-to reductasa, se explica por la presencia,en la prepara -
-cidén enzimitica utilizada, de poder reductor procedente de

la c&lula. De acuerdo con ello, la reduccibn de nitrato a
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nitrito en extractos crudos o en el sobrenadante de pre-—
paraciones centrifugadas a alta velocidad ( unas 200.000
X g durante horas )}, se pone de;manifiesto, también, afia

diendo solamente el transportador de electrones.

Sorprendentemente, la inactivacién de la nitra’
to reductasa no tenia lugar bajo atmSsfera de nitrbgeno
0 argon. Hemos de destacar que el efecto del oxigeno so -
bre la inactivacidén de la nitrato reductasa, dependiente
de poder reductor, sblo habfa sido objeto de atencidn por
parte de Vega et _al., (1975) en sus estudios sobre la
nitrito reductasa de Neurospora crassa. Simultineamente
con nuestros estudios, aunque independientemente, Vega y
colaboradores, en este Departamento, han extendido sus\
investigaciones a la nitrato reductasa de tejidos fotosin
. téticos y han encontrado, de nuevo, el requerimiento de
oxfgeno para la inactivacibn reversible de la nitrato re-

ductasa de Chlorella fusca ( Chaparro et al., 1977 ).

La inactivacién de la nitrato reductasa depen -
diente de poder reductor y oxigeno tiene lugar tampién en
presencia del ién cianato. Por el contrario, la inactiva

cién que el ditionito ejerce sobre la misma nitrato reduc
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tasa soluble de A. chroococcum no solamente se protege
con el cianato, sino que tambi&n se revierte una vez ha
tenido lugar ( Tortolero, 1975 ). El cianato, como es sa-
bido, es un inhibidor competitivo con respecto al nitrato
de la nitrato reductasa de tejidos fotosinté&ticos ( Losa-
da, 1975/76 ) y solo afecta a la nitrato reductasa solu-
ble de A. chroococcum en la forma sefialada cuando se ensa
ya con ditionito como reductor. El hecho de que no sea ca
paz de proteger contra la inactivacidén que nosotros hemos
estudiado ahora distingue este proceso, claramente, del
previamente encontrado, asimismo, en este laboratorio, u-

tilizando ditionito.

El nitrato protege de forma apreciable a la ni-
trato reductasa contra la inactivacibn, dependiente de oxi
geno, que el poder reductor ejerce sobre su actividad.
Ello sugiere que el agrupamiento afectado en la inactiva-
cidén estd relacionado estructuralmente con el sitio de
unién del nitfato. Alternativamente, el efecto protector
del nitrato puede explicarse si asumimos que la unidn del
ligando a la proteina lleva consigo un cambio de conformg
cidn en &sta que hace inaccesible el grupo responsable de

la inactivacién a la accidn del bencil violbgeno reducido.
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El DTE, que como su is8mero ditiotreitol, es
capaz de mantener a los tiolés en su estado reducido
( Cleland, 1964 ), protege muy eficazmente contra la inac
tivacidn causada por poder reductor y aire sobre la nitra
to reductasa de A. chroococcum; también es capaz de prote
ger, pero cor menos efectividad, el glutatidn reducido.
Parece pues, que los grupos afectados por el tratamiento
con poder reductor y aire y que causan la inactivacidn

del enzima, pueden ser grupos -SH.

Los piridin nuclebtidos reducidos, por si mis-
mos, son incapaces de inactivar a la nitrato reductasa sO
luble de 4. chroococcum. Estos resultados eran de esperar
habida cuenta que los citados compuestos son incapaces de
actﬁar como donadores de electrones de la nitrato reducta
sa de 4. chroococcum. Bajo un punto de vista evolutivo,
podemos concluir que la presencia de una porcién diafora-
sa unida a la propia nitrato reductasa, como ocurre en el
~complejo enzimitico NAD (P)H-nitrato reductasa de células
eucariSticas, es, posiblemente, posterior a la aparicién
del mecaniémo~de regulacién de la actividad nitrato reduc

tasa por poder reductor.
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El estudio del efecto del pH sobre la inactiva-
cibén de la nitrato reductasa, hostré que el proceso alcan
'za un nivel 6ptimo en el intervalo de pH entre 7 y 8. He-
mos de destacar que el pH 6ptimo para la actividad NADH-
—BV diaforasa estd entre 8 y 9 ( Yates, 1972 ), y que el
pH Optimo de la nitrato reductasa, ensayada con ditioni -
to, estd alrededor de 7,5 . El significado de este experi
mento es que, en las condiciones experimentales utiliza -
das, el poder reductor no era factor limitante en el pro-
ceso global de la inactivacidn. La coincidencia entre los
pH Optimos de la inactivacién y de la actividad nitrato
reductasa hablé en favor del requerimiento de una confiqu-

racidén cataliticamente activa para que la inactivacibn

tenga lugar.

Aunque, como ya hemos sefialado, las preparacio-
nes enzimiticas utilizadas contienen niveles elevados de
poder reductor endbgeno, era interesante estudiar el efec
to de la adicidn de distintas cantidades de piridin nucle
6tidos reducidos. La Figura 3 y la Tabla III muestran que
en ausencia de reductor aﬁadido se consigue, aproximada -
mente, una inactivacidén de la nitrato reductasa de un 50%.

Esta inactivacidfn se eleva hasta un 80% cuando la incuba-
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cidén se lleva a cabo en presencia de una concentracién
0,2 mM de NADH afiadido. El hécho de que al aumentar la

concentracién del piridin nuclebdtido reducido, no se con
siga un aumento paralelo de la inactivacidén, puede deber
se a un agotamiento del oxigeno presente en la mezcla de

reaccidn.

La presencia de bencil viol6geno como donador
inmediato de electrones para la reduccifén de la nitrato
reductasa y su paralela inactivacidn, es requisito indis
pensable. A este.reSpecto, hemos de seﬁalarrque, asi co-
mo las preparaciones utilizadas contienen poder reductor
endbgeno, carecen, sin embargo, del mediador que lo trans
fiera a la nitfato reductasa, en las condiciones experi-
mentales que nosotros hemos utilizado. En la actualidad,
el grupo de trabajo en que se ha realizado este estudio
intenta ver si la ferredoxina puede sustituir al bencil
viol6geno para la inactivacién de la nitrato reductasa.
Como ya hemos mencionado en la Introduccidn, nosotros ha
biamos encontrado previamente que la ferredoxina de Azoto
bacter, reducida con cloroplastos iluminados, podia ac -
tuar como donador de electrones de la nitrato reductasa

( Tortolero et al., 1975 ).
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El requerimiento de oxigeno para la inactiva -
cidn de la nitrato reductasa por poder reductor generado
con el sistema NADH y NADH-bencil violbgeno diaforasa, su
giere que este proceso esté mediado por perdxido. Asi, en
la inactivacidn de la glutamato sintasa por NADPH y 0,

( Geafy y Meister, 1977 ), de la nitrito reductasa de
Neurospora crassa ( Vega et al., 1975 ) y de la nitrato
reductasa de Chlorella fusca ( Chaparro et al., 1977 ),
también dependientes de Oz,se ha propuesto que transcu -
rren a través de la accidén de un perbxido sobre los res-

pectivos enzimas.

Apoyando esta hipbtesis, hemos conseguido
resultados, que no se presentan en este trabajo,en los
que se v& que el enzima incubado con H202 a una concen -

tracién de 8 mM se inactiva hasta un 50%.

En nuestro caso, el hecho de que al incubar el
enzima iﬁactivado,con DTE,se restaure la actividad casi
totalmente parece indicar que el perdxido estd oxidando
a grupos -SH del enzima, indispensables para que ejerza

su accidn catalitica.
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Debido a la alta afinidad electrénica del esta-
do triplete excitado de los nuclebtidos de flavina ( Ho -
mann y Gaffron, 1963 ), hemos investigado el efecto de es
tos pigmentos irradiados sobre la nitrato reductasa de 4.
chroococecum. Se habfa descrito previamente ( Aparicio et
~al., 1976 ), que la forma inactiva de la nitrato reducta-
sa de hojas de espinaca y del alga verde Chlorella fus-
ca, podia reactivarse por luz azul, y que este proceso de
reactivacidén tenia lugar en presencia de cantidades cata-
1iti§as de FMN o FAD. Con los resultados presentados en
este trabajo, se demuestra que la iluminacién de la ni -~
trato reductasa de A. chroococcum, en presencia de nucle-
6tidos de‘flavina, causa la pérdida de sus propiedades ca
talfticas. Esta inactivacién es mediada por luz azul. De
hecho, se conocen varias flavoprotefinas que se inactivan’

también por luz azul ( Voskresenskaya, 1972 ).

Si a la flavina se la mantiene reducida durante
el tiempo que dura la ingubacidn a la luz, se consigue que
la inactivacidn no tenga lugar. Cuando se pone en la mez-
cla de inactivacién EDTA, un donador de”electrones para
los nuclebtidos de flavinas iluminados ( Merkel y Nicker-

son, 1954; Schmidt y Butler,v1976 ), no ocurre la inacti-
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vacién de la nitrato reductasa de A. chroococcum; lo mis-
mo ocurre con otros reductores, como son el NADH y el as-

corbato.

Estos resultados y la feactivacién del enzima
inactivado con flavina y luz por DTE, sugieren que el lu-
gar de accibén de los nuclebtidos de flavina iluminados
pueden ser los grupos —-SH que son esenciales para la es -
tructura y catdlisis del enzima. Una propuesta semejante
ha sido formulada para la inhibicién de alguhos enzimas

por flavinas excitadas ( Neims y Hellerman, 1970 ).

Los resultados presentados en este trabajo po -
nen de manifiesto que la nitrato reductasa bacteriana es
muy sensible a oxidantes fisiolSgicos y nd fisiolbgicos.
Estos compuestos parecen actuar sobre los grupos sulfhi -
drilos, y la apretura y unibén de los puentes disulfuro
pueden explicar'el proceso de interconversidn, in vitro,
entre una forma activa reducida y otra inactiva oxidada

de la nitrato reductasa de A. chroococcum.

En conexién con estos resultados, hemos de men-

cionar que el grupo de Buchanan, en Berkeley, ha descrito



recientemente, un nuevo sistema para la regulacibn de en-
zimas de cloroplastos, mediante el cual, los enzimas son
activados en la.luz por reduccibn e inactivados en la os-
curidad por oxidacibén. Este grupo ha demostrado que la ac
tivacidén dependiente de luz de distintos enzimas de la a-
similacidn del CO2 , de la NADP-malato deshidrogenasa y
de la NADP—-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, esta
regulado por el sistema ferredoxiha/tiorredoxina ( Wolo -
siuk y Buchanan, 1977; Wolosiuk et al., 1977; Wolosiuk y

Buchanan, 1978a).

Por otro lado, algunos compuestos oxidantes pre
sentes en los cloroplastos, como el glutatidn oxidado o
el dehidroascorbato, estdn implicados en la inactivacién
en la oscuridad de estos enzimas ( Wolosiuk y Buchanan,

1978b; Breazeale et al., 1978).

Se sabe que la tiorredoxina es el donador fisio
18gico de electrones implicado en la reduccibén de puentes
disulfuro que puede ser reducida por ditioles ( Wolosiuk
et al., 1977; vidal et al., 1978 ). Por estas causas, se
puede pensar que este transportador de electrones sea el

responsable de la regulacién metabSlica de la nitrato re

92
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ductasa de Azotobacter.

Para verificar esta posibilidad, la preparacidn
enzimdtica cruda utilizada en este trabajo, estd siendo
fraccionada. Experimentos preliminares han mostrado‘que
la nitrato reductasa puede ser inactivada por oxidantes,
después de ser filtrada a través de Sephadex G-100. Sin
embargo, la reactivacidén por ditioeritritol del enzima i-
nactivo, depende de algfln (os) factor(és) proteico(s) que
salen de la columna de Sephadex después del pico de la ni
trato reductasa. Los trabajos que se realizan actualmente
tienen por objeto identificar este(os) factor(es) protei-

co(s).

La fotorreduccién de nitrato a nitrito que noso
tros hemos estudiado ahora merece ser discutida detallada
mente. Stoy encontrd en 1956, que la riboflavina, actuanf
do como un catalizador absorbente de luz, podria servir
como donador de electrones para la reduccidén de nitrato a
nitrito en presencia de la nitrato reductasa de hojas de
trigo. La reaccién, que tenfa lugar s6lo cuando se lleva-
~ba a cabo en condiciones anaerobicas, requeria la présen—

cia de un potente agente quelante, tal como el &acido eti-



lendiaminotetraacético. En ausencia de flavina, la reduc-

cidén de nitrato cesaba completamente.

Para la explicacibén de sus resultados, Stoy con
cluyd que la riboflavina, reducida en la luz y en presen-
cia del agente quelante, se reoxidaba pdr la flavina pre-
sente en la enzima. La reduccibén final del nitrato ten -

dria lugar después de mediar la accién del molibdeno.

Stoy asumid la hip&tesis formulada por Merkel y
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Nickerson (1954), segln la cual, el primer paso de la reac

cib6n luminosa era la activacién de la molécula de ribofla
vina, seguida por una rotura del agua y subsiguiente re -
duccidén del pigmento y sus resultados parecifian plausibles
y convincentes. Entonces no se conocia la funcibn exacta

de la sustancia quelante, por lo que se supuso gue el do-
nador de electroneslterminal eré la propia molécula de

agua.

Posteriormente, se pudo profundizar en el estu-
dio de la reduccién fotogquimica de flavinas libres y fla-
voproteinas por numerosos donadores de electrones ( Bei -

nert, 1960; Frisell et al., 1959; Massey y Palmer, 1966;
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McCormick, 1968 ), conociéndose hoy, que cuando la foto -
rreduccién de la flavina se lleva a cabo en presencia de
EDTA —-que ha resultado ser particularmente susceptible a
la fotooxidacidbn con flavina ( Merkel y Nickerson, 1954 )—'
la velocidad de su reduccibn es mucho més r&pida. Es inte
resante destacar, que, utilizando EDTA, la fotorreduccién
de la flavina llega hasta el nivel de hidroquinona y es,
aproximadamente, cuatro veces mids r&pida con FMN ( o ribo

flavina ) que con FAD(McCormick, 1968 ).

Puesto que nosotros hemos encontrado una fotoi-
nactivacidén de la nitrato reductasa de A. chroococcum,
en una reaccidn estrictamente dependiente de la presencia
de los nuclebdtidos de flavina o de ribeflavina, y que se
impide por la presencia de EDTA, resultaba interesante es
tudiar si,eligiendo las condiciones experimentales adecua
das, era posible acoplar la fotorreduccibn de la flavina
a la reduccién del nitrato, en presencia de la nitrato re

ductasa.

Nuestros resultados han puesto de manifiesto,
que la fotorreduccidén de nitrato a nitrito puede realizar

se con flavina reducida en la luz, y EDTA como donador de
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electrones, mediante el concurso de la nitrato reductasa
de A. chroococcum ,'De esta forma, hemos corroborado los
experimentos pioneros de Stoy y, al mismo tiempo, contri-
buido a la comprensidn del mecanismo de esta singular re-
accidén fotoquimica. Si asumimos, como habian sugerido Gue
rero et al. ( 1973 ), que la nitrato reductasa soluble de
A. chroococecum es la porcibn terminal del complejo enzimd
ticd NAD (P}H-nitrato reductasa de plantas, hemos de con -
cluir que la interaccién de la flavina reducida con la ni
trato reductasa no se realiza a través de la flavina cong
titutiva de la porcién diafordsica, como parecia sugerir
Stoy, puesto que aparentemente,Ala nitrato reductasa bac-
teriana carece de esta mitad diafordsica. Sin embargo, pue
de argumentarse que la nitrato reductasa soluble bacte -
riana no ha sido afin suficientemente purificada y, por tan
to, no se debe descartar a priori la presencia de un com-
ponente flavinico que aceptara los equivalentes de reduc-
cidén de la flavina ex6gena fotoexcitada. Esta posibilidad,

no obstante, parece muy poco defendible.

Como hemos visto en la seccidn de Resultados,
ascorbato, cistefna, glutatién reducido, NADH y EDTA, pro

tegen contra la fotoinactivacién de la nitrato reductasa,
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mediada por riboflavina y sus nucledtidos. Sin embargo,
de entre todos estos compuesfos, sblo el EDTA es capaz de
actuar como un donador de electrones en la fotorreduccidn
de nitrato a nitrito, a pesar de que el ascorbato y los
aminodcidos son fotooxidados por los nucleétidos de flavi
na ( Beinert, 1960 ) y de conocerse también la fotooxida-
cién del NADH pdr el FMN o el FAD excitados ( Vernon,

1959 ).

La explicacién de la incapacidad del ascorbato
para actuar como donador de electrones en la fotorreduc -
cidén del nitrato, puede residir en el hecho de que reduce
a la flavina excitada, s8lo hasta el estado de semiquino-
na ( Homan y Gaffron, 1963 ). De la misma forma, los ami-
nodcidos empleados en este estudio, el glutatidn y la cis
teina deben producir, posiblemente, el estado semirreduci

do de la flavina, que seria incapaz de reducir al nitrato.

En contra de lo esperado, el NADH mostrd una es
casisima eficiencia como donador de electrones en la foto
rreduccidén del nitrato, catalizada por la nitrato reducta
sa. Hemos de destacar, que el NADH es un buen fotorreduc-

tor de la flavina libre, habiéndose descrito ( Vernon,
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1959 ) que, en condiciones anaer&bicas, el FMN produce

una fotooxidacién del NADH y una fotorreduccidn concomi -
tante del citocromo c¢. Sin embargo, en nuestro caso, uti-
lizando condiciones experimentales adecuadas, no pudimos
mostrar una fotorreduccidn apreciable de nitrato. La posi
bilidad de que las propiedades cataliticas de la nitrato
reductasa resultaran afectadas en el sistema de incubacidn
asl como la variacién de las concentraciones de los compo
nentes del sisteﬁa, intensidad de luz, etc., deberdn ser
objeto de estudios posteriores para poder aclarar nuestros

resultados.
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1. La nitrato reductasa de la bacteria aerxobia Azotobacter
ehroococcum es muy sensible al tratamiento in vitro con

agentes oxidantes quimicos y fotoquimcos.

2. La incubacidén de la nitrato reductasa de A. cehroococcum,
en la oscuridad, con cualquiera de los compuestos oxidan
tes, glutatibn, cistina, diclorofenol indofenol y ferri-
cianuro potdsico, origina la r&pida inactivacién del en~-

. zima. Este recupera su actividad después de ser incubado

en presencia del reactivo de Cleland, ditioeritritol.

3. La nitrato reductasa de A. chroococcum se inactiva en
cortos periodos de tiempo cuando se incuba en la luz, ba
jo condiciones anaerébicas, en presencia de riboflavina
o de los nucledtidos de flavina a concentraciones del or

den de 10—6 M.

4. La fotoinactivacidén de la nitrato reductasa se puede im-
pedir si la reaccibén se lleva a cabo en presencia de al-
guno de los siguientes compuestos: etiléndiamino tetra-
acetato, ascorbato, NADH, qisteina, glutatién reducido

y ditioeritritol.
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La nitrato reductasa fotoinactivada recupera su actividad

cuando se trata con ditioceritritol.

En condiciones experimentales adecuadas, el dcido etilén
diamino tetraacético, no s8lo protege a la nitrato reduc
tasa contra su fotoinactivacién sino que también puede
actuar como un donador de electrones, muy eficiente, pa-
ra la fotorreduccién enzim&tica dei nitrato a nitrito.
Ninglin otro de los compuestos utilizados como protecto -
res contra la fotoinactivacién de la nitrato reductasa
podia reemplazar al &cido etiléndiamino tetraacético en

la fotorreduccidn del nitrato.

La fotorreduccién de nitrato a nitrito catalizada por la
nitrato reductasa de 4. chroococcum exhibe una relacidbn
lineal entre el nitrito aparecido y el tiempo de ensayo.
En‘ausehcia de nitrato, la incubacibén prolongada, en la
luz, de la mezcla de reaccidn, no afecta a la actividad
nitrato reductasa, corroboridndose de esta forma la insen
sibiliaad de la nitrato reductasa frente al poder reduc-

tor en condiciones anaerébicas.
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La actividad nitrato reductasa no se afecta cuando el en
zima se incuba, en condiciones anaerdbicas, con el siste
ma NAD(P)H-bencil violSgeno reductasa de A. chroococcum

0 con los nuclebtidos de piridina reducidos.

El tratamiento de la nitrato reductasa con el sistema

NAD (P)H-bencil violSgeno reductasa en condiciones aerSbi
cas, origina una dréstica inactivacidn del.enzima. Esta
inactivacidén se evita por la presencia de ditioeritritol,

glutatidén reducido y nitrato.

La inactivacidén de la nitrato reductasa promovida por po
der reductor, y dependiente de la aerobicidad de la mez-
cla de incubacidn, es reversible: la incubacibn del enzi
ma inactivo con ditioeritritol restaura la actividad en-

zimdtica casi en su totalidad.

Cuando la preparacidén de la nitrato reductasa utilizada
en este trabajo se somete a un fraccionamiento de criba
molecular en gel de Sephadex G-100, la nitratorreductasa
se inactiva también por los procedimientos indicados an-
teriormente. Sin embargo, la actividad enzimitica no se
recupera entonces por tratamiento con el reactivo de Cle

land.
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Los reSuitados.exPueStos=en la conclusién 11 sugieren
que el efecto del ditiocerjitritol sobre el enzima inacti«
vo no se debe a la accidn directa del ditiol sobre un
puente disulfuro, sino que tiene lugar a través de algiin
factor que se elimina durante la filtracibn en el gel de

Sephadex. Trabajos preliminares encaminados a corroborar

" esta hipbtesis hablan en favor de la existencia de este

factor. En consecuencia, la inactivacién reversible de

~la nitrato reductasa estudiada por nosotros in vitro,

puede ser fisiolbgicamente importante.

Como corolario de todo lo expuesto, la inactivacidn rever
sible de la nitrato reductasa determina la existencia de
dos formas distintas del enzima: una especie reducida y

activa y otra especie oxidada e inactiva.

Nuestros resultados indican, claramente, que el componen
te quimico responsable de la interconversién entre las

dos formas del enzima es un(os) grupo(s) sulfhidrilo(s).
La oxidacidén y reduccibn de puente(s) disulfuro(s) deter

mina cudl de las dos formas del enzima es la prevalente.
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