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I. INTRODUCCION



El_nitrégeno inorgénico consfituye,-én Gltimo térmi-
no, la fuente de este elemento para todos los seres vivos.
Los organismos' capaces de asimilar el nitrégeno
inorgdnico constituyen la base de una pirdmide tr6fica, y‘
de ellos .se nutren, de fofma mids o menos dirééta; ei resto

de los seres vivos.

El nitrégeno molecular es la forma de nitrégeno inor
ginico més abundante en la biosfera. Sin émbargo~$u asimila-
cién solo la llevan a cabo un pequéﬁo nfimero de bacterias
(entfe las que se encuentra la cianobacteria Nostoe muséo—

rum), y cuantitativamente, en términos de nitrdgeno total

rasimilado, es una fuente relativamente pobre de este elemen

to para el mundo vivo.

La asimilacién de nitrégeno inorgéniéb por los seres
Vivos consiste fundamentalmente en la asimilacién de nitrato,
que debido a la naturaleza oxidante de la atmésfera por un
lado, y a la actividad nitrificante de algunos tipos de bac-
terias, por otro, es la forma de nitrégeno inorgénicoerQ
abundaﬁte en el suelo y en el agua. Una parte muy ?equeﬁa
del nitrato en el suelo se pierde bor las reacciones de des-

nitrificacién.



El nitrégeno nitrico puede ser asimilado por
distintos tipos de organismos fotosintéticos -bacterias,
~algas verdes Y plantas superiores- o no fotosintéticoé
J-baétefias y hongos-, siendo los organismos fotosintéti-
cos los qué realizan la contribucidn cuantitativamentev
mé§.importanté al total de nitrdégeno asimilado litotrd-

ficamente.

-Elipfoceso de la asimilacian de nitrato por las
»células implica tres estadios fundamentales: 1) entrada
del nitrato éllinterior de la:.célula; 2) reduccién enzimd-
‘tica de nitrato-a amoniaco, y 3) incorporacidmn del nitrd-

geno amdnico a esqueletos carbonados.

' La reduccibén asimilatoria del nitrato hasta amo
niaco se ha estudiado extensamente a nivel celular, sub-
celular y moiecular en bacterias, hongos, algas y plantas
sﬁperiores. Los resultados han demostrado firmemente qde
la trénéferenéia de 8 electrones que tiene lugar en esta
reduccién transcurre en dos etapas enzimiticas indepeni~

dientes(Loséda, 1976; Hewitt et al.,‘1976; Vennesland y



Guerrero, 1979; Losada y Cuerrero, 1979): En la primera,
el nitrato se reduce a nitfitd por una transferencia de
2 electrones. En la seguﬁda el nitrito se reduce a amo-
niaco por una transferencia de 6 electrones. Estos pro-
cesos estén mediados por 1los ehzimas nitrato y nitrito

reductasas trespectivamente.

Se pueden distinguir dos tipos prinéipales de
nitrato reductasa asimilatoria: a).la nitrato reductasa
dependiente de piridin nucledtidos, que se di en células
eucaridticas, y b) 1la nitréto'reductasa dependiente de
ferredoxina, pfeSente en bacterias fotosintéticas (entre
las que se encuen.ran las cianobacterias) yvno fqtosinté;
ticas. A su vez hay dos tipos fundamentales de nitrito
reductasa asimilatoria: a) la NAD(P)H-nitrito reductasa,
que se encﬁentra en organismos no fotosintéticos, como
bacterias y hongos, y b) 1la ferredoxina-nitrito reducta-
sa, que se presénta'enAorganismos fotosintéticos (Hewitt,

1975; Losada y Guerrero, 1979).

En Organismos fotosintéticos del tipo de algas



" verdes y plantas superiores, se ha encontrado que ambos
énzimas del sistema reductor dé nitrato son solubles,
Y aunque existe un acuerdo”general con respecto a la
localizaci6n intracelular/de la nitrito reductasa como
un enzima soiuble del cloroplasto (Véga et al., 1979),.
existen contradicciones en 1é_iiteratura con respectd a
la localizacibn intracelﬁlar de la nitrato reductasa

(Losada y Guerrero, 1979).

.Por otfa parte;dse ha vistd en estos organis-
mos que la reduccidn énziméticé‘de hitrifo dependiente
de férredoxina'esté intimamente ligada con las reaccio-
nes luminosas de la fofoéintesis,'habiéndose demostra-
do la reduccidn de n1tr1to por cloroplastos intactos
y habiéndose conseguido acoplar dicha reduccidn con
el flujo de electrones originado al iluminar un siste
ma reconstituido de cloroplastos (Losada y Guerrero,

1979; Vennesland y Guerrerd, 1979).

El proceso de la reduccidn del nitrato\hasfa

amoniaco en cianobacterias se ha sefialado como uno de



los ejemplos mas simples y reievantes de fotosintesis
(Losada, 1976; Losada y Guefrero, 1979), vya queren es-
tos qrgaﬁismos.se han preparado particulas con activi-
dad>fotosintética‘ desde - agué que llevan asociados

165 enzimas péra la reduccidén del nitrato hasta nitri- -
to (Ortega et al., 1976) o para la reduccidn del nitra

to hasta amoniaco (Candau et al., 1976). Estas prepara

ciones subcelulares catalizan la reduccién directa del.
"nitrato a nitrito o del nitrato hasta amoniaco depen -
. diente de ferredoxina con un desprendimiento asociado

de oxigeno, utilizando el poder reductor generado fo-

toquimicamente a partir del agua segiin el siguiente

esquema (Candau et al., 1976):

= Nitrato _ an—  Nitrito
NO3 reductasa NO2 reductasa

Ze\ %e(_
: fBé" 1
5 2 0p
Particulas
fotosinteéticas

1, 4 H

Luz

— NH,




La nitrato reductasa de cianobacterias cataliza la’
reduccién de nitrato a nitrito con ferredoxina reducida se
glin la siguiente ecuacién:

NO; + 2 Fd 4+ 2H — NO, +2 Fd *+ H,0

vAGé, pH 7,0 = -38,6 Kcal/mol

Preparaciohes particuladas de Anabaena cyZindrica
obtenidas por sonicacién o tratamiento con acetona catali-
zan la reduccidn de nitrato a nitrito con férrédoxiha o
NADH respectivamente (Hattori y Myers, 1967). Sin.embafgo
cuando el enzima se soluBilizaba por tratamiento ébn‘Tri;f
ton X-100, 5610‘servian como donadores de electrdhes 1;5-;
~lavinas o violégenos reducidos (Hattori;'1970).'EnbAna—
cystis nidulans y Nostoc muscorum 1a.ferredoxina redu;ida,
y no los piridin nucledtidos reducidos, puede ddnar“eleé -
-trones a la nitrato reductasa tanto si estd en forma solu-
ble (Manzano et él,, 1976), o particulada‘ﬂﬂanzano ef al.,

1976; Candau et al., 1976; Ortega et al., 1976).

En Nostoe muscorum, el amonio y otros desacoplahtes
inhiben la reduccién fotosintética de nitrato por particu -

las de la cianobacteria. Ademds, la nitrato reductasa de es



te organismo se inhibe por reduccién en una reaccidén depen-
diente de ferredoxina, y se reactiva por oxigeno molecular

(Ortega et al., 1977a,b).

La ferredoxina-nitrato reductasa de Anacystis
nidulans se ha purificado hasta homogeneidad utilizando
como etapa'bﬁsicalla cfomatografia de afinidad en ferre-
doxina- BrCN Sefarosa (Manzano et al., 1978). Se trata de
una metaloproteina con una sola cadena pollpeptidlca
y un peso molecular de.75}000 D (Candau y Manzano, sin

publicar)-

La nltrlto reductasa de las cianobacterias es
un enzima del que se dispone muy poca informacidn con
respecto a1~de*otros organismos fotosintéticos y no fo-
tosintétiéos,-habiéndose estudiado sdlo los enzimasbde
Anabaena'cylindrica'y Anacystis nidulans (Hattori y
~ Myers, 1966; Hattori y Uesugi, 1968a,b; Ohmori y Hatto-
ri,,1970;-Ménzano, 1577).

En Anabaena cylzndrzca se demostrdé la reduc-

,c16n de n1trato y n1tr1to a la luz por células intactas,



~en condiciones de anaerobiosis y utilizando hidrégeno mo-
lecular como donador de electrones (Hattori, 1962;‘T963).
Fujita et al. (1964),utilizando un extracto crudo de A.v
ecylindrica consiguieron acoplar lavreaccibn de la hidro-
genasa con la reduccién del nitrato hasta amoniaco usan-
do azul de metileno como mediador. Mis tarde (Hattori y
Myers, 1965) se obsérvﬁ que la nitrito reductasa de este
organismo se solubilizaba facilmente al romper las célu-
las por distintos tratamientos, y que catalizaba la re-
duccién estequioméfrica de nifrito a amoniaco utilizan-
do NADPH como donador de electrones, en una reaccidn que
requeria ferredoxina como médiador (Hattori y Myers,
1966) o utilizando ferredoxina reducida fotosint&tica-
mente con ascorbato-DPIP y‘preparaciones subcelulares

de la cianobacteria o ferredoxina reducida con ditioni-
to (Hattori y Uesugi, 1968b). La ferredoxina podia ser

reemplazada por metil; bencil violdgeno, o diquat.

Manzano et al. (1976) prepararon particulas
fotosintéticas de la cianobacteria Anacystis nidulans
que mantenianfirmemente unida la nitrito reductasa y

utilizaban como donadores de electrones ferredoxina



reducida con NADPH mis NADP-reductasa de espinaca, o
bien con ascorbato-DPIP en presencia de luz..Més tar-
de (Candau et al., 1976), se prepararonb particu}as
fotosintéticas de esta]cianobééteria due-retenian

la actividad de los fotosistemas I y Il y ‘que lleva-
ban a cabo la reduccién fotosintética de nitrito has
ta amoniaco dependiente de ferredoxina utilizando
agua como donador terminal de~ele;trones y ¢on un des

prendimiento estequiométrico de oxigeno.

En organismos fotbsintéticos,‘el enzima se
ha clasificado como ferredoxina‘nitrito oxidorreduc-
tasa (E.C.1.7.7.1), y cataliza la siguiente reac -

cibn:

NO.,

5 ¥ 6 Fd're

gt 8H —= NH, + 6 Fd  + 2H,0

AG!, pH 7,0 =-103,5 kcal/mol

La razén de que esta reaccién sea tan exergbnica se =



" . debe a la elevada diferencia de potencial entre los pareé

redox interaccionantes:

]

- 1 : -
Fdox/Fd Eo (pH 7,0) 0,42 V

red?

N0, /NH," ; E! (pH 7,0) = +0,33 V

~Se trata pues de un enzima que cataliza la transfe-
rencia de 6 electrones, hécho poco frecuente en los siste -
mas biqlégicds y solamente'compartido pOr la sulfito reduc-
.£ASa -que Cataliza la reduccidén de sulfito a sulfuro- vy 1é
_ niﬁrogenasa -que cataliza la reduccién de dinitrégeno a 2‘

.de amoniaco.

La nitrito reductasa fotqsinfética tiene una marcada
afinidad‘por la ferredoxina reducida, ya sea quimicamente
cqn ditionito, enziméticamente'con H2 mds hidrogenasa o con
NADPH mds NADP -reductasa o'fbtosintétiﬁamente‘por'medio de
particulas fotosintéticas o cloroplastos i1uminados (Lo -
sada y Paneque, 1971; Vega et‘alz,’71979)} Por otra par-

te, la flavodoxina, una flavoproteina de bajo peso ‘mole-



cular que se produce en algunos organismbs en condiciones
de deficiencia de hierro (Zumft y Spiller. 1971) es un sus
tituto fisioldgico de la ferredoxina, pudiendo actuar 1la
.flavodoxina (fitoflavina) reducida fotosintéticamenfe como
donador de electrones para la reduccidn de nitrito por 1la
nitrito reductasa en Chborellakfusca y Andcystis nidulans

(Bothe, 1969; Zumft, 1972; Manzano, 1977).

Ademas del nitrito, la ferredoxina nitrito re-
ductasa de algunas fuentes puede utilizar 1la hidroxilami
na como aceptor de electrones, aunque la velocidad de re
duccidén de la hidroxilamina es muy baja(en comparacidn
con la del nitrito (Zumft, 1972; Hewitt, 1975). E1 sulfi
to no puede ser utilizado coumo sustrato por preparacio -
nes puras de nitrito reduétasa (Prakash y Sadana, 1972;
Vega y Kamin, 1977), a pesar de que existen unas ‘semejan
zas muy marcadas entre la nitrito reductasa y la sulfito
reductasa. Este filtimo enzima puede utilizar como sustra
tos,ademés del sulfito, el nitrito y la hidroxilamina

(Zumft, 1972; Greenbaum et al., 1978).

La ferredoxina-nitrito reductasa de algas ver-



des'y plan;as*superioreS'se'hé purificado hasta homoge-
neidad y se ha visto que se trata de'una'fgrroproteina
de 60.000-63.000 D de peso molecular;»constituidé por
una sola cadena pblipeﬁtidicajcon 600 résiduos de ami-
noécidos'aproximadamente'(Vennesland y Guerrero, 1979;

Vega et al., 1979),

Murphy et al. (1974a)»han‘identificado'el gru
po prostético heminico de'la.nigfito:reductasé.de ésping
ca como ﬁsirohemo"5 un complejo de hierro con‘una tetra-
hidro-porfirina del tipo isobacteriocloriha‘éon 8 cade -
nas iaterales que contiénen grupos'carbpxi;os, Y. que ha-
bia sido descrito previaménte como.CQmponente‘de sulfito
‘reductasas tanto asimilatorias como disimilatorias (Mur-

phy et al., 1973; Murphy y Siegel, 1973):

Ademas del sirohemo, la n1tr1to reductasa de
espinaca contiene un centro sulfoférrlco, como se ha
puesto de relieve por espectroscopia de EPR (Aparicio
et al., 1975; Vega y Kamin, 1977; -Stoller et al.,
1977).



Vega y Kamin (1977) concluyeron Que el enzima
de é5pinacas contenia un sirohemo y un centro FeZ-Sg por
molécula de proteina. Recientemente (Lancaster et al,;
1979), a partir de nuevos andlisis quimicos y por reih—,
| terpretacién de datos previos, se-1legd a 1la conclusién
de que esta nitrito reductasa contiene 6 dtomos-gramo dé'
Fe y 4 moles de S~ por mol de sirohemo, establaciéndo-
se mediante el empleo de técnicas.de'eSpectroscopiaadek
EPR que hay un centro sulfoférrico pbr cada hemo'y que
esta agrupacidn es del tipo Fe4fSZ; Se trata puasvdel
mismo.tipo de centro sulfoférrico que se ha ehcontradp"
recienteﬁente en la sulfito reductasa (Siegel, j§78),"

"Por otra parte estos grupos prostéticos tam-
bién se han identificado en la nitrito reductasa da Cu-
ecurbita pepo; qué parece ser muy similar a la:de espi-

naca (Cammack et al., 1978).

La unién al enzima de espinaca del nitrito y
de 1nh1b1dores competitivos .con respecto al nitrito al-

tera el espectro de absorcién y la sefial de EPR del higf



rro heminico de alto spin, lo que hace'suponer que el si-
rohemo es el sitio de’uniSn del sustrato. En cuanto al
centro sulfdférriCO (Fe4-SZ), éste'sélo puede'reducirse'
totalmente énApresencia de inhibidores que se unen al si
rohemo (comd el cianuro o el CO), lo que indica que el
donador de eléc;rOnes reduce en pfimer lugar al centro
sulfoférfico, que. a su vez transfiere ios electrones al
sirohemo, donde tiene lugar la reduccidn de nitrito a
amoniaco (Apafigio et al., 1975; Vega y Kamin, 1977; Ve-
éa et_al;, 1979).'Lé cadena de transporte de electrones

desde la ferredoxina reducida al nitrito serd por tanto:

,. . . * ] _
_ Fdred —— (Fe4—S4) — Slrohemo> NO2

‘ Stoller ét al. (1977) han descrito péra el cen-
tro.Sulfoférrico y para el sirohemo unos §a10res‘de poten-
cial normal de -550 mV (pH 9,0) y -50 mV (pH 7,8), respec-
tivamente. Esto concuerda con la hipétesis'de que el cen -
’trd_sulfoférripo preceda al sirohemo en 1la cadena de'trang
pofée eIecéréﬁico. Sin eﬁbargo, la ferredoxina del cloro-
?lasto tieneﬁun Eé:(pH 7,0) de -420 mV, de forma que al
ser su’potencial més_positivo, no podria reducir al cen

tro sulfoférrico; por lo que Stoller et al.. (1977) han



propuesto que es posible que él formarse el complejo ferre-
doxina-nitrito reductasa o el complejo nitrito-sirohemo, el
potencial normal del centré sulfoférrico se haga mids elec -
tropositivo, pudiehdo de esta forma ser reducido pbr la fe-

rredoxina.

En 6rganismos no fqtosintéticos, como'bacterias (Vg;
ga et al.,‘1973) y hongos (Rivas et al., 1973; Lafferty y
Garrett, 1974; Véga et al., 1975a),1a reduccién de nitrito
hasta amoniaco esti catalizada bor una flavoferroprofeiné;
que se ha caracterizado como NAD(P)H-nitrito oxidoreductasa

(E.C.1.6.6.4 ).

El enzima de Neurbspora erassa puede reducir hidro-
xilamina ademis de nitrito, aunque la K, para la hidroxila-
mina es dos 6rdenes de magnitud mds alta que la Ky paré el
nitrito, sugiriéndo que"el sustrato fisiolégico es el nitri
to (Lafferty y Garrett, 1974; Greenbaum et al., 1978). El
enzima de Achromobacter‘fiséheripuede reducir también la hi
droxilamina, pero a una velocidad 8 veces menor que al ni -
trito. El sulfito no es reducido por este enzima, ni tampo-

co es inhibidor (Hewitt, 1975)..



También se ha ﬁurificado hasta homogeneidad la nitri
to reductasa de algunos organismos no fotosintéticos, como
la NAD(P)H-nitrito reductasa del hongo Neurospora crassa
(Greenbaum et al., 1978). Esté enzima tiene de peso molecu-
lar 290.000 D (Lafferty y Garrétt, 1974; Greenbaﬁm et al.,
1978) y contiene FAD y sirohemo como grupos prostéticos (Ve
ga et al., 1975a;Greenbaum et al., 1978), desempefiando ambos
un papel funcional en la reduccién catalitica del nitrito a
amoniaco. Se ha establecido que éi sirohéﬁo es el sitio de
Interaccién entre el enzima y el nitrito, debido a los cam-
hios observados en el eSpectro OpthO -de la nitrito reducta-
sa al afiadir sustratos o inhibidores (Vega et al., 1975a).

El esquema del flujo de'electfones que»sé ha propuesto para

la NADPH-nitrito reductasa de Neuﬁospora es el siguiente:
NADPH

) ' »FAD' . —»Slrohemo > (
NADP -

El sirohemo parece ser un grupo prostético caracte-

--.-'.-...

NH4

risticos de las nitrito reductasas de células eucaridticas
tanto fotosintéticas como no fotosintéticas (Murphy et al.,"

- 1974a;Vega et al., 1975a).



Por otra parte, los estudios realizados hasta ahora
parecen indicar que la nitrito reductasa de células proca -
riéticas ho cdntiene sirohemo como grupo prostético, estan-
do establecido que los enzimas de la réspiracién del nitra-
to, qﬁe reducen el nitrifo,a productos gaéeosos (NO, NZO’
NZ) no contienen sirohemo. El enzima de Achromobacter;ﬁké@g
ri (Husain'y Sadana, 1972; Prakash y Sadana, 1972, 1973),
purificado hasta homogeneidad, es una proteina de 95.000 D
de peso ﬁolecular que contiene 2 moles dé hemo ¢ por mol
.de enzima (Prakash y Sadana, 1972; Husain y Sadana,-1974).
Esta NADH-nitrito reductasa cataliza la reduccidn directa -
:de nitrito a amoniaco, aunque parece ser que este enzima es
de,tipo respiratorio, y se induce en condiciones no fisiold
~gicas (baja tensién de oxigeno). La NADH—nitrito reductasa
de Esche?ichia coli K 12, que cataliza la reduccién de ni-
- trito hasta amoniaco con fihes asimilatorios, se ha purifi-
cado hasta homogeneidad y resulta ser un dimero de 190.000
D de peso molecular que no contiené ningGn tipo de hemo co-

mo,grup0~prostético (Coleman et al.;71978).

Para la NAD(P)H-nitrito reductasa se ha descrito una
interconversién entre una forma activa y una inactiva (Losa-

da,_1974) que se ha relacionado con un cambio redox en el



enzima, .de forma que las condiciones reductoras favorece-
rian la formacidn de 1la eSpecie'enzimética'inaétiva.)Estg
tipo de interconversién de la actividad nitrito reductasa
sélb se ha encontrado en las bacterias Escherichia coli Y
Azotobacter chroococcum (Kemp'y Atkinson, 1966; Vega et

al., 1973) y en el hongo Neurospora crassa (Lafferty y‘Gg
rrétt; 1974; Vega et al., 1975b), no habiéndose descrito °
vun comportamiento similar de ninguna ferredoxina-nitfito

reductasa.

"~ Por su parte,la nitrito reductas; de Anabaena
cylindrica se ha purificado 40 veces por precipitacién .
con a;?tona y cromatografias en DEAE-celulosa. El énzima,
que presenta un peso molecular de 68.600 D, se ha'céraéf.i
terizado parcialmente, sobre todo en lo que iespecta a
sus donédores y aceptores de electrones (Hattori y ﬁesu—
gi, 1968a).‘La nitrito reductasa de Anacystis niduZans
se ha purificado 30 veces bor cromatografias en DEAE-ce-
lulosa e hidroxiapatito. Se ‘trata dé una ferroproteina |
con‘un peso: molecular de 54.000 D, que también se ha

caracterizado parcialmente'(Manzéno, 1977).

Seglin 1o expuesto anteriormente, consideramos



que la purificacidn y caracterizacidn de la ferredoxina-
nitrito reducyasé de cianobacterias suministraria.unazig
formacidn bésica’de'enorme'interés'bara el estudio de 1la
asimilatién de nitrato en estos organismos procariﬁticos;
'Ya que se trata de qna proteina poco'eStudiada a nivel
molecular. Para este estudio hemos seleccionado la ciano-
bacteria Nostoe muscorum; brincibalmente borque'su nitrf-
to reductasa es facilmente soluble y su actividad intrace

lular.razonaﬁlemente'alta.

Lbs;resultados Que'se'breSentan en este traba-
jo suponeﬁ una iﬁporténte'contribUCiﬁn al conocimiento de
- la ferredéxina;hitritb reduCtasa'de'Nostoc musceorum, tan-
to en 16 que respecta a su,éomposiciﬁn como a sus propie4

dades fisicoquimicas. Sus puntos bisicos son:

1) Puesta a punto de un método de purificacidn que permi-
te obtener cantidades significativas de enzima y de buena
calidad en lo que se refiere a su actividad especifica y

pureza.

2) Caracterizacidn de donadores y aceptores de electrones,

asi como de los inhibidores, incluyendo estudios cinéticos



y estequiometria de la reduccién de nitrito.

3) Determinaci6n de sus parimetros moleculares, asi como

de la posible naturaleza de sus grubos'prostéticos.

Parte de este trabajo se ha preSentadQ en forma
dé resumen en Congresos Cientificos (Méndez et al., 1977;

Méndez y Vega, 1979).



IT. MATERIALES Y METODOS



IT.A. CULTIVO DEL MICROORGANISMO

IT.A.1. Material bialégico utilizado y medio de cultivo

El microorganismo utilizado en este trabajo ha sido
la cianobacteria Nostoc muscorum estirpe 7119, cedida por el
Profesor Daniel I. Arnon (Department of Plant Physiology,

University of Berkeley, California, U.S.A.).

El medio de cultivo empleado fué esencialmente el
destritobpor Arnon et al. (1974) con ligeras modificaciones.
Este médio contenia, en mg/l: C12Ca, 15; SO4Mg'7H20, 124 ;.
ClNa, 117; MoO4Na,, 1,26; VOzNa, 0,239; PO4HK2'3HZO, 1152,
NOSK, 2000, y ademés 1 m1/1 de una solucién de micronu - |
trientes y de una solucién dé Fe-EDTA. La soluciSn de micro-
nutrientes contenia en g/1: BO;H,, 2,86; CizMn-4H20, 1,81;

SO4Zn'7H20, 0,222; SO4cu¢5H20, 0,079; C12Ca~6H20, 0,0403.

QLa.solucién,devFe-BDTA, que contenia 5 mg de Fe y 13 mg de
potasio por ml, se prepar6 disolviendo 16 g de EDTA y 10,4 g
de KOH en 186 ml de agua. Esta soluciéﬁ se mezcld con otra
preparada disolviendo 13,7 g de SO4Fe»7H20,en 364 ml de
agua. A continuacién la mezcla se'burbujéé con aire durah—

te toda la noche para oxidar el hierro hasta Fe3+.

Los medios de cultivo se esterilizaron en un



autoclave eléctrico SELECTA modelo P, a 1 atm de presién
(1202C) durante 20 min. E1 fosfato se esterilizé en solucién
aparte, para evitar su precipitacién, y posteriormente:se

afiadié en condiciones de esterilidad al medio de cultivo.

Para labconservacién~de 1a‘estirpe de Nostoe musco-— .
‘rum’ se procedié a inocular a partir de células cultivadas
eﬁ agar, 100 ml de medio de cultivo contenidos en erlenme-
yers de 250 ml de capacidad. Estos cultivos, sieﬁpre en con-
diciones de'esterilidad, se dejaban eétar a temperatura am- -
bienté, sin agitacién y con la iluminacién de la habitacién.
En estas condiciones el crecimiento era lento Yy 1as_cé1u1as

Se conservaban hasta 5-6 meses.

Las células se cultivaron normalmente én conditio-
‘nes de esterilidad y bajo iluminacién continua de luz blan-
ca fluorescente (3.000 lux en la superficie del éultivo), a
temperatura'ambiente, en tubos de 250 ml o en botellas de
11, ségﬁn las necesidades, por las que se hacia'pasar una
corriente de éire conteniendo un 2% (v/v) de co, mediante
una bomba de membrana RECIPROTOR. Para inocular 1 1 de me-
. dio se utilizaban 20 ml de un cultivo en fase exponencial
de ¢recimiento (AGOO am =_2,0-2,5).‘Periddicémente se par-

ti6 de un inéculo nuevo procedente de células conservadas



en condiciones de crecimiento retardado.

Para cuitivar células en grén escala, se utiliza-
ron indistintamehte botellas dé 20 1 de capacidad o cajas
(18,5 x 58 x 40.cm)_de’40 1 de capacidad. En estos casos
no se guérdaban condiciones de esterilidad y dada la gran
masa de células que se utilizé para inocular estos culti-
vos y la ausencia de uﬁa fuente de carbono orgdnico en los
mismos, la qontaminacién era minima como se comprobd por
el examen microscépico del cﬁltivo. Normalmente se aﬁadia
al cultivo'silicona 1iquida, a ﬁna concentracién final del
.0,01% (v/v) pafa.evitar"ia‘formacién de espuma durante el

crecimiento.

El reﬁdimiento obtenido en estas condiciones fue
de 1,7-2,3 g»(peso_hﬁmedo)'de c€élulas por litro de culti-

vo.

II.A.Z.'Condﬁcionesléspeciaiee‘de cultivo .

En cultivos con fuente de nitrégeno distintas del
nitrato,’ée Sustituyé el N03K por ;ClNH4 o bien por una
mezcla de NO:K y C}NH4, manteniendo la concentracidn total
de nitrégeno igual a 20 mM. Cuando se uséo NOZNa como fuen-

te de nitr6geno, no se sobrepasé la concentracién de 2 mM



debido al efecto tdxico de esta sal (Knutsen, 1965), pero
se analizaba peri6dicamente el contenido en nitrito del cul
tivo, manteniéndose la concentracién original de Z2.mM me-

diante la correspondiente adicién.

En medios a los que no se afiadié ninglin compuesto

nitrogenado, se sustituyd el N03K por C1K 20 mM.. !

Para estudiar el efecto del hierro o dél cobre en
las actividades enzimiticas del sisﬁeménreductor &é'nitrafb,
las células se cultivaron durante 2-3 dfas en cloruro améni .
ca como Gnica fuente de nitrégeno, segln las FOndiciones
standérd,pero omitiendo 1la adicién de 1#5 salés de.hierro
o cobre al medio de cultivo. Estas células se utilizaron pa
ra inocular otro medio carente del metal en’cﬁestién,'fé-
pitiéndose esta operacién 2-3 veces con objetq.deireducif al
minimo la concentracién de metal presente en el inéculo de
partida. Seguidamente se recogieron estas células y se re-
suspendieron en medios con nitrato como fuente de nitrége-

no y distintas concentraciones del metal correspondiente.

IT.A.3. Medida del crecimiento celular

El crecimiento celular se determiné midiendo la ab-



sorbancia a 600 nm dé una alicuota del cultivo. Esta.abséf-
bancia se corresponde linealmente con el volumen dé células
empaquetadas, de forma que una unidad de absofbancia equiva
le a 1,62 ul de células empaquetadas por mililitro de culti-
vo en las condiciones de centrifugacidén empleadas. (2.000 x

g, 15 min).

IT.A.4. Recogida de células

Las células se recogieron por centrifugacién a
. 16.000 x g durante 5 min en una centrifuga SORVALL RC2-B, o
Bien por filtracidén en vacio en un embudo Biichner con un- pa

pel de filtro.

Cuando Se trataba de cultivos en gran escala, las
células se recogieron por centrifugacién a 23.000 x g en
una centrifuga SORVALL SS-1 con un sistema de flujo contiﬂﬁo
Szent-Gyorgyi j Blum. Posteriormente las células se lavaron
con medio de cultivo freséo y sé centrifugaron a 40.000 x g
durante 16 min, se congelaron por inmersién en aire 1iquidd

y se almacenaron a -202C hasta el momento de usarlas.



IIL.B. PREPARACION DE EXTRACTOS LIBRES DE CELULAS

- II.B.1. Extraceidn con acetona

Este método de rotura es bidsicamente el descrito
| por Smilliey Entsch (1971), para células de Anacystis nidu-—

lans.

Las células lavadas; se resuspendieron en un volu-
men igual de tampén Tris-C1H 50 mM, pH 7,5 y se pusieron a
- 0%C. A éontinuacidn se afiadieron 15 volGmenes de acetona,
preenfriada a -202C, lentamente y con agitacién continua.
‘1La éuspensiSn,resultante seAdejé estar durante 30 min a
5209C.‘E1>precipitado se recuperd por filtracién, se lavé
cbn,§'volﬁmenes de acetona fria, a continuaciér con 5 vold-
menes de dietil-éter a -202C, se extendif sobre papel de
filtro y se'dejo secar a teﬁperatura ambiente. El pol&o ace-v
ténico resultante se resuspendié én tampén Tris-Cl1H 50 mM,
PH 7,5 en la proporcidén de 5 ml por cada gramo de células,'
Y se mantuvo a 0-4°2C durante 2 h con . agitacién continua.
La suspensién resultante se centrifugé a 40.000 x g duranté
15 min y él sobrenadante éonstituyé el extracto libre de

células o extracto crudo.



II.B.2. Vibracidn con perlas de vidrio

Las células lavadas se resuépendiéron'en un volﬁ—
men igual de tampén Tris-C1H 50 mM, pH 7,5 y se mezclaron
con perlas de vidrio 0,25-0,30 mm thasta‘formar una pasta
homogénea y consistente(aprokimadamente 7 ml de perlas por
gramo de células), que se sometié a vibracién a alta velo-
‘cidad en un homogeneizédor BUHLER mod. Vi 2, durante 4 min
de 0 a 4°C. El1 material resultante se filtr6 por 4 capas
de gasa y se lavé cbn tampén Tris-ClH 50 mM, pH 7,5 (10 ml1
de tampén por gramo de células)l Ellhomdgenadé resultante
se centrifugb a 40.000 x g durante'is min y el sobrenadan—

te constituyd el extracto libre de células.

II.B.S.'UZtrasonido ,

Las células lavadas Se'resﬁspendieron en tampén
Tris-C1H 50 mM, pH 7,5 en la proporcidén de 9 ml por cada
gramo de células, se busieron a 02C y a ;ontinuécién se
sometieron a un tratamiento por ultrasonidos, utilizando
un sonicador BRANSON mod.. B-12, a 20 KHz y 75 W durante
dos periodos dé 30 seg dejando un - periodo de 1 min
entre ambos a fin de que la temperatura del material

biolégico no sébrepasara los 42C. E1 homogenado resultante



se centrifugé a 40.000 x g durante 15 min y el sobrenadan-

' te constituyd el extracto crudo.

II.B.4. Tratamiento con lisozima

Las 6é1u1aé lavadas se resuspendieron en tampén
Tris-C1H, 50 mM; pH 7,5 (9 ml/g de células), conteniendo
sacarosa 0,5 M; A cbntinuacién se afiadieron 200 mg de 1li-
sozima/g de'células, se incubé la suspensidén durante 2 ho-
‘f;s a 302C con agitacién continua y se centrifugé a 4.500
X g durante 10 miﬁ.,Lds protoplastos obtenidos se resus-
pendieion en. tampén Tris-C1H 20 mM, pH 7,5 (10 ml/g de cé
1ulés) Y éé déjaronva 02C con agitacién ocasional produ-
ciéndosé-ﬁﬁ‘rdtura for choque hipotdénico. El homogenado
resultante se centrifugé a 40.000 X g durante 15 min, y

se desechd el precipitado.

IT.B.5. Prensa de French

Las céluias lavadas se resuspendieron en tampén
Tris—ClH 50 mM, bH 7,5 (9 ml de tamp6n/g de células) y se
pasaron dos veces, a baja temperatura, por una prensa de
French a 4.000 p.s.i. El homogenado resultante se centri-

fugé a 40.000 x g durante 15 min y el sobrenadante consti-



tuyé el extracto libre de células o extracto crudo.

IT.C. PREPARACION DE PARTICULAS FOTQSINTETICAS

Las células lavadas se resUspendierbn en un tampén
de Tricina-KOH 50 mM,'pH 7,7 conteniendo sacarosa 0,5 M y
CI,Mg 10 mM. A continuacién, las células se rompieron por
ultrasonidos (20 KHz, 75 W) durante‘40 seg y el homogenado
resultante se centrifﬁgé a 3.000 x g durante Symin. Poste-
riormente el sobren@danfe se Ceﬂtrifugé a:40.000 x g duran-
te 20 min y el precipitddo resultante,‘reSUSpendido en el
tampén anteribrmente indicado, conétituyé el sistema parti-

culado con actividad fotosintética.

II.D. PREPARACION DE NADP-REDUCTASA Y DE FERREDOXINA

La NADP-reductasa‘d‘.e\.IVostoc museorun se purificé a par
tir del extracto crudo correspondiente, preparado por soni-
cacién de las células (cfr. IIL.B.3.), al que se afiadié pol-
vo de alﬁmina (100 mg/ml de extracto), con agitacién suave.
Después de 15 min se centrifugé 1la suspensién a 40.000 x g
durante 5 min y se desech6é el sohrenadante. El precipitado
obtenido se resuspendié en tamﬁén de fbsfato sbédico 0,25 M,

pH 7,5 y semantuvo a 02C durante 15 min con agitacién con-



tinua. Al cabo de este tiempo,la suspensién se centrifugé

a 40.000 x g durante 10 min y el sobrenadante obtenido se
spmetié a una precipitaciéﬁ fraccionada (30—70%, v/v) con
acetona preenfriadé a -202C. El precipitado resultante se
sec6 a temperatura ambiente y~posteriormente se resuspen-
dié en tampén de pirofosfato s6dico 0,15 M, pH 7,5, y se
mantdvq durante 1 h a 29C con agitacién constante. Poste-
riormente §e Centrifugé a 40.000 x g durante 10 min y el
sobrenadante obtenidd se sometié a una precipitacidn frac-
cionada con sulfato aménicov(30+65%). El precipitado obté— _
nido se disolvid en tampén Tris-C1H 50 mM, pH 7,5y se dia-
1iz§ durante 12 h contra 200 voldmenes del mismo tam-
pén. La preparacién obtenida se aplicé a una columna (1,5
x 10 cm) de DEAE—éélulosa.equilibrada con el tampén antes
indicado.Ségﬂdmmnwe la NADP reductasa se eluyé lavando 1la

columna con el mismo tampén conteniendo 0,12 M en CINa.

La ferredoxinadelkmiasnmscamm1se prepard siguien-
do bdsicamente el método descrito por Mitsui y Arnon (1971),
pero utilizando DEAE-Sephadex A-25 en lugar de DEAE-celulo-
sa. Por otra parte,la ferredoxina de espinacas se prepafé |

segin el método de Buchanan Yy Arnon (1971).



IT.E. ENSAYO DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS
TI.E.1. Actividad ﬁitrito reductasa

El gnsayovstandard de la actividad nitrito reducta-
sa sé:réaliéé aerébicamente en tubos de 15 ml, midiendo la
desaparicién devnitrito y utilizando metil violégeno reduci¥
do quimicémente coh ditionito como donador de electrones. La
mezcla de reaccién contenia en un volumen final de 1 ml: 100
umoles de tampén Tris-C1H pH 8,0, 2 umoles de NO,Na, 5 umo-

2
de COSHNa 0,24 M y una cantidad adecuada de preparacién en-

les de metil vielégeno, 4 mg de SZO4Na disueltos en Q,Z.ﬁl

zimidtica. Al'cabo,dé 5 a 10 min de incubacidén de la mezcla a
30%C,{1a_reacci6n se paraba por agitacién'vigorosa hasta la
compieta oxidacién del ditionito empleando un aparato Supéf*r
Mixer de(Lab—Liné Instruments, Inc., USA. A continuacién se
aﬁadién»g ml de‘HZO destilada y después de agitar seitomabén
0,3 ml de la mezcla, se afiadian a otro tubo de ensayo con-

2,7 ml de H,0 destilada y se valoraba el nitrito.

La actividad ferredoxina-nitrito reductasa se de-
termind de forma similar, pero sustituyendo el metil viols-

geno de la mezcla de reacciénipor 0,25 mg de ferredoxina.

Una Unidad de actividad nitrito reductasa es la



cantidad de enzima que cataliza la reduccidén de 1 umol de

nitrito en 1 min en las condiciones del ensayo standard.

II.E.2. Actividad nitrato reductasa

La actividad nitrato redﬁcfasa se determiné-midieg
do la formacién de nitrito en una mezcla de reaccién que con
tenia en un volumen final de 1 ml: 100 umoles}de tampén
Tris-C1H pH 7,5, 20 umoles de NO K, 2 ymoles de metil viols-
geno, 2 mg de S,0,Na, disueltos en 0,1 ml de COSHNA 0,24 M
Yy la cantidad adecuadé de la preparacién_enzimética. Desbués
de incubar la mezcla 7 miﬁ a 302C, la_reaécién'se‘paraba_b
por'agifacién vigorosa hasta la oxidacién depléta de}‘ditig_

nito y se valoraba el nitrito formado.

La actividad de fotorreduccién de nitrato se midid

seglin Ortega et al. (1976).

Una Unidad de nitrato reductasa es la cantidad de
enzima capaz de catalizar la formacién de 1 umol de nitri-
to por minuto.

II.E.S.'ActividdéiNADP—feduthSa

La actividad NADP-reductasa se determiné espectr04



fotométricamente siguiendo la reduccién de citocromo ¢ a
550 nm, en presencia de ferredoxina de Nostoc muscorumy de
NADPH como donador de electrones, segﬁn el método descrlto

por Shln (1971).

Una Unidad de actividad NADP-reductasa es la canti-
dad de enzima capaz de catalizar la reduccién de 1 umol de

citocromo e por minuto.

ITI.E.4. Otras actividades enzimdticas

Las actividades de 1a alcohol deshi&rogenasayy de

 1a glucosa-6‘fosfato deshidrogenasa se determinaréﬂéﬁpectro;'
fotométricameﬁte'a 340 nm, 51gu1endo la desapar1c16n de pi-
ridin nucleotldo reducido, segilin se describe en el Boehrln-

- ger Blochemlca Katalog.
IT.F. TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICQS

IT.F.1. Concentracidn de proteinas

La concentracién de soluciones proteicas se realiz6
en una célula de ultrafiltracién AMICON, modelo 52, provis-
ta de una membrana DIAFLO PM 10 que retiene los compuestos’

de peso'molecular superior a 10.0Q00.



IT.F.2. Centrifugacidn en gradiente de sacarosa

Para preparar los gradientes de sacarosa se utili-
zaron tubos de 6,03 x 0,97 cm en el fondo de los cuales se
depositaron 0,2 ml de sacarosa al 20% (p/v) en'témpén'Tris-
'C1H 50 mM, pH 7,5 conteniendo 0,2 M de ClNa. Encima se cons
truy§ un gradiente lineal de 3,8 ml de volumen y 5,5 Cm:deb'
longitud del 5 al 20% (p/v) de sacafosa en el tampén antes
mencionédo, utilizando parakello un mezclador BUCHLER. A
continuacién los gradientes se enfriaron a 29C_féélizén&bse
el resto de las operaciones a esta temperafura‘,Una alicuo~.
ta de 0,2 ml de la solucién devﬁroteina a analizar.Se c61d§
c6 en 1a parte superior del gradiente, y seguidgmente se |
llevé'é cabo la centrifugacién a 45.000 rpﬁ durénté 18,h.en
una ultracentrifuga}BECKMAN SPINCO, modelo L2~SOB con un
rotor SW-56 Ti de tubos basculantes. Posteriorménté se re-
caogieron fracciones de los gradientes, empezando por el fon-
do del tﬁbo,con un aparato BUCHLER tipo DENSI-FLOW, utili-
- zando una bomba pefistéltica LKB‘mod. PERPEX 10200 y un co-
lector automético de fracciones LKB mod. ULTRORAC. Se re-
cogieron fracciones de .3 gotas' que  se supleméntaron!
con/0,9 ml de tampén fris-ClH 50 mM, pH 7,5 y se midi6 la
absorbancia 51280, 230 0 410 nm, analizdndose las activida-
des enziméticaé en alicuotas de las correspondientes frac-

ciones.



El coeficiente de sedimentacién de 1la nitrit§ Te-
ductasa se calcuiélpor el método de Martin y Ames (1961)
utilizando como proteinas marcadoras: alcohol deshidrogena—'
sa de levaduras (1 mg), S&,ZO = 7,40 S; sefoa;bﬁmina bovina
(1 mg), S&,ZO = 4,31 S; ovoalbﬁmina q mg),»S&’ZQ = 3,55 S,
. Yy mioglobina de corazén de caballo(1l mg), S;,ZO = 2,04 S,

todas ellas disueltas en el mismo tampén utilizado para

preparar los gradientes.

" IT.F.3. Determinacidn del radio de Stokesjpor filtracidn

- en gel

El radio de Stokes de la nitrito reductasa de Nos
toe muscorun se determind por filtracién en rel, segln la téc-
nica descrita por Siegel y Monty (1966), usando una'columf
‘na (77,9 x 1,5 cm) empaquetada con'Sephadex G—150 y eqﬁili-
brada con tampén de fosfato 0,12 M, pH 7,5. Las soluciones
de nitrito reductasa o de proteinés patrones se.colo¢aron
en la columna disueltas en 1 ml del tampén indicado, con-
teniendo sacarosa al 20% (p/v). El flujo de la columna, de
b ml/h, -se mantuvo: coﬁstante por medio de una bomba pe-
ristdltica LKB mod. PERPEX 10.200; recogiéndbse fraccidnes -
de'f ml por medio de un colector automitico LKB, mod. ULTRO-

RAC.



E1l volumen de elucidn de las proteinas (V_) se de-
termin§ midiendo la absorbancia de las fracciones a 280,
230 01410 nm, o bien determinando las correspondientes ac-
tividédes‘enziméticas en alicuotas de las fracciones. El
volumen de vaqi§ de la columna (V) se midid determinando
el volumeﬁ de elucidén de una muestra de 1 ml de azul dex-
trano 2.000 y el volumen tofal dé la columna (Vt) se de -
terminG ¢alibrando la columna vacfa con agua destilada.
Los resulfadosvSe representaron como (-log Kav)1/2 frente
al ?adid de Stokes, seglin describen Laurent y Killander

(1964), y siendo

V. -V
K =% o
av Vt - VO

Las proteinas utilizadas como patf6n y sus radios
de Stokes fueron: alcohol deshidrogenasa de levadura, 4,60
nm; seroalbﬁmina bovina, 3,55 nm; ovoalbfimina, 2,73 nm;
quimotripsindgeno A bovino, 2,24 nm; mioglobina de corazdn
de cabalio,.2,07 nm y citocromo ¢ de corazdn de caballo

tipo III, 1,0 nm.



II1.F.4. Determinacidén del peso molecular por filtracidn. en

igeZ

El peso molecular de la nitrito reductasa se deter-
mind por filtracidn en gel seglin el método de Andrews (1964)
utilizando una columna de Sephadex G-150 y en las mismas .con

diciones experimentales del apartado anterior.

I1.F.5. Electroforesis analitica en gel de poZiacfilamida

Las separaciones analitiéas se hicieron‘a 4°C en tg.
bos de 5 x 75 mm utilizando un aparato SHANDON, tipo 2541, y'
"segﬁn ei sistema de gel discontinuo deScritd por‘Jo#inﬁét{al.
(1964). Las'muestras de proteina (50-100 pg), previamente de
salinizadas por filtracidn en Sephadex G-25,‘disuelfas}en tam
pén Tris-C1H 50 mM, pH 8,0, conteniendo 20% (p/V) dé sacaro-
sa, se apiicaron a geles de poliacrilamida al 7;5% con una
capa superior de 0,5 cm de espesor de unbgel de poliaérila-
mida al 2,5%. La electroforesis se inici6 conectando una co- -

rriente continua de 1,5 mA/tubo durante 15 min, para a conti-

nuacidn aplicar una intensidad de 3 mA/tubo durante 75 min.



El tampéﬁ électrolito, de pH 8,5, estaba compuesto por Tris

(1,2 g/l) y glicina (5,76 g/1). En todos los experimentos se
pusieron, por lo menos en un tubo, 50 ul de azul de bromofe-
nol al 0,001% como marcador del desarrollo de la electrofore

sis.

Una vez desarrollada la electroforesis, los geles
se sacaron de los tubos utilizando una jeringa con una solu-
cidn de acético al 7% (v/v) en agua y las bandés de protei-
ha se tifieron sumergiendo los geles durante 2 h ‘en una
solucidn de Azul Coomassie al 1% (p/v) en acé&tico al 7%. A
continuacidn los geles se lavaron repetidas veces en una so-
lucidn de acético al 7% (v/v) y metanol al 5% (ﬁ/v)‘en'agua,
en presencia de una resina cambiado.d de ionegl(Dowex-SO W)

que adsorbe el exceso de colorante.

La actividad MVH-nitrito reductasa se ensayd en los
geles siguiendo un procedimiento similar al de Vega y Kamin

(1977) para la nitrito reductasa de espinaca.

I1.F.6. Preparacién de metil biongeno reduéida ,

La reduccidn del metil violdgeno se 1llevd a cabo en

‘tubos VACUTAINER de 2 ml de voiumen, en condiciones anaerdbi



cas, bien quimicamenteycon H2 y asbesto dé platino, o bien
énziméticamente con NADH mads NADH-1lipoamida oxido-reducta-
sa (E.C. 1.6.4.3 ). En el primer .caso la mezcla de reaccidn
contenia en un volumen finél de Q,S ml: 6 umoles de MV; 40
umoles de tampdn de fosfafd pH 7,5 y unos mg de asbesto de
platino. Esta mezcla de reaccidn se ﬁurbujeaba durante 15
min con una corriente de Hz..Eﬁ el segundo caso la mezcla
de reaccidn contenia, en unbvolumen final de 0,8 ml: 6 umo—
les de MV; 40 umoles de tampén‘de.fosféto pH 7,5 y 5 umoles
de NADH. La mezcla se .gased duiante 15 min con érgon okCO,
segliin los casos, ? a continuacidén se afiadieron 25 ul de una
NADH-lipoamida oxido-feductasa.‘La mezclé de reaccidn se de
jo estar durante 30 min y a continuacidn se usd como fuente

de. MVH.

I1.F.7. Determinaciones espectrofotométricas

Las medidas de absorbancia se hicieron en colorime
tros BAUSCH § LOMB>Spectr0nic, modelos 100 y 700. Las ciné-
ticas enziméticas y espectros de absorcidn se siguieron en
espectrofotométros PYE-UNICAM SP 1800.y SP 1750 con regis-

trador incorporado.

Los coeficientes de extincidn molar usados fueron:



6,200 M™'.cn”! para el NAD(P)H a 340 nm y 28.000 M '-cmn”! pa

—

ra el citocromo ¢ reducido a 550 nm.

II.F.8,. Determindcién de clorofila

La concentracidn de clorofila se determind seglin
el método de Arnon (1949), midiendo 1la absércién a 652 nm de
la solucibén obtenida al extraer el material bioldgico con
acetona al 80%. El coeficiente de extincidn utilizado fué de

1 -1

34,5 mg ‘-ml.cm .

IT.F.9. Determinacién de protetna

La proteina 'se midid, seg@n los casoé, por el méto
. - . t -
do de Lowry et al. (1951) o por el de Bailey (1967), utili-

zando ovoalbimina como patrédn.

La concentracidén de ferredoxina de Nostoe muscorum
se determind a partir de su absorbancia a 423 nm utilizando

1 1

un coeficiente de extincién de 0,65 mg -ml:-cm =y un peso

molecular»dé’11.000 (Mitsui y Arnon, 1971; Hase et al.,1976).
II.F.10. Determinacidén de nitrito

El nitrito se determind colorimétricamente a 540 nm

por la reaccidn de diazotacidén de Griess-Ilosway, seglin el



procedimiento.descrito por Snell y Snell (1949). Una alicuo-
" ta de la solucibdn problema se suplementa con agua hasta 1 ml
'y se -le afiaden 1 ml dé Sulfanilamida al 1% (p/v) en ClH 2,5
M y seguidamente 1 ml de una Solucidénde N(-naftil)etilendia—
mina'alAQ,OZ% (p/Vj. Después de 10 min a temperatura ambien-
te.se aflade agua destilada ‘hasta un volumen final de 5 ml y
se mide la absorbancia a 540 nm. La cantidad de nitrito se de-
termina por comparacidén con una recta patron hécha en las

- - mismas condiciones con cantidades conocidas de nitrito.

IT1.F.11. Determinacidn de amoniaco

El amoniaco se determind colorimétricamente a 440
nﬁ déspﬁés de afiadir el reactivo de Nessler, una v~z fijado
el amoniaco en SO4H2 0,01 N, segln la técnica de microdifu-
sién de Conway (1957). |

I1.F.12. Determinacién de sulfuro Ldbil

Se realizd segln el método de Siegel et al. (1973).

II.F.13. Determinacidn de hidrozilamina

- La hidroxilamina se midid en la mezcla de reaccidm

seglin el método descrito por Kadlubar et al. (1973).



II1.F.14. Determinacidén de sulfito

El sulfito se determind seglin el método descrito
,bor Grant (1947). Se comprobd que la proteina presente en
Slos extractos de N;stoc muscorun no producia interferencias
significativas en el desarrollo del producto coloreado de
vlé reaCcién, no siendo por tanto necesaria la adicidn de
KOH al 1% en etanol al 10%-en agua ni la adicidn de la so-

- lucidn saturada de Cleg en agua.

II.F.15., Medidas de pH

- Las medidas de pH se realizaron enln1pHmwtn3BECK—
"MAN mod. Expandomatic o METHROM -HERISAU mod. E-512 con esca-

la expandidé.

II.G. REACTIVOS

Los piridin nucledtidos, flavin nuclebtidos, alco-
hol dgshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogéenasa, NADH-
lipoamida oxido-reductasa, citocromo c, pHMB, Tris;Tricina,
EDTA, DEAE-celulosa, fueron adquiridos a SIGMA, St. Louis,
U.S.A. E1 MV, BV, ovoalbimina, seroalbfimina, quimotripsiné-
geno A procedian de SERVA,’Heidelberg,_Alemania. El Sephadex
G-150 y el DEAE-Sephadex (tipos A-25 y A-50) se adquirieron a



PHARMACIA, Upsala, Suecia. El resto de los compuestos utili-
zados fueron de grado analltlco y se adqulrleron a MERCK,
Darmstadt, Alemania; RIEDEL Hannover,- Alemania; BDH, Poole,

Inglaterra y CARLO ERBA, Milan, Italia.

El agua destilada se obtuvo mediante un destilador
DRA y los gases empleados (anhidrido cafbénito, mondéxido de
carbono, argon y nitrogeno) fueron de alta pureza y suminis

trados por la Sociedad Espafiola del Oxigeno.



IIT. RESULTADOS



III.A. CRECIMIENTO DE Nostoec muscorum

La Fig..1 muestra una curva tipica de crecimiento
de células de N. muscorum, cultivadas bajo condiciones stan
dard eﬁ ﬁna botella de 20.1. Como puede observarse en la fi
gura, existe una pequeﬁa fase inicial de refardo, probable-
mente debido a queAlas'células usadas en el inéculo requie-
ren una adaptaéién previa al medio de cultivo nuevo. A con-
tinuacién el cultivo entra en fase exponencial de crecimien
to de abroiimadamente dos dfas de duracién y en la que el
'tiempo de generéciéng‘té,  es,,de 16,5 h, En cé&lulas culti
vadas en semejanfes condicibnés y en frascos de 1°1 de capg
cidad el tiempo'deﬂgeﬁer3cidﬂdbservado fue algo menor,(tgé_
=_14’h y 20 min), pfobab&emente' debido a que en este
,ﬁltimo caso 1a~iluminaci6n de las células era mejor al ser
su masa inferior. El tridnsito a la fase estacionaria es
lento, existiendo un periodo de algo mis de dos dias en que
el crecimiento estd limitado, bien porque la luz o algﬁn nu
triente escasea, O bien'borque se d4 una acumulacidn de brg_

ductos téxicos en el medio de cultivo.
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Figura 1: Curva de crecimiento de un cultivo de Nostoc muscorum.
Las células se cultivaron en un medio (20 1) con nitrato como
Gnica fuente de nitrégeno. A los tiempos indicados se tomaron
muestras del cultivo y se midié la absorbancia a 600 nm. Otras
condiciones experimentales se indican en Materiales y Métodos.



ITTI.B. SINTESIS Y LOCALIZACION DE LA NITRITO REDUCTASA DE Nos

toc muscorum
ITI.B.1. Represidén por amonto de la nitrito reductasa

En la Tabla I se muestran los niveles de actividad
nitrito_reductasaencontradqs en extractos dé células dé N.
muscorum cultivadas en distintas fuentes de nitrégeno. Cuan-
do se utilizé nitrato o nitrito como fuente de nitrdgeno, se
bbservaron niveles apreciables de actividad nitrito reducta-
- sa, siendo éstos mayores en nitrato que en nitrito. En cam -
 bio‘cuando la fuente de nitr6geno era amonio, la actividad
nitrito reductasa era indetectable. Lo mismo ocurridé cuando

se utilizé amonio conjuntamente con nitrato o nitrito.

TIII.B.2. Cinética de la desrrepresidn de la nitrito reducta- -

a8a

En la Fig. 2 se muestra la sinteéis de la nitrito
reductasa de N. muscorum por un cultivo en fase exponencial
de crecimiento. Las cé&lulas, que estaban cultivadas en un me
dio con ClNH4 como ﬁnica fuente de nitrdgeno Yy que por tanto
.carecian de actividad nitrito reductasa, comienzan a sihteti
zar dicho enzima al boco tiempo de eliminar el amonio del me

dio de cultivo, alcanzidndose el nivel midximo de actividad en



Tabla T

NIVELES DE LA ACTIVIDAD NITRITO REDUCTASA EN CELULAS DE
Nostoe muscorum CULTIVADAS EN DISTINTAS FUENTES

DE NITROGENO

(mU/mg proteina)

No; : ‘ . 31,5

NOj | N 20,8
+

N | 0,0

N+ NOT 0,0
4 "3 . : ’

NET 4 NOT 0,4
4 2 »

Las cé&lulas se cultivaron en medios que contenian:
NO.K 10 mM, NO,Na 2z mM y/6 CINH, 10 mM como fuente de ni-
trdogeno. La conCentracién de nitr%to se mantuvo constante
- por adicién del compuesto, previa valoracidn, al medio de
cultivo. Al cabo de tres dias de tratamiento, las cé&lulas
se recogieron y la actividad MVH-nitrito reductasa se deter-
miné en los correspondientes extractos crudos, preparados
por sonicacién de las células seglin se describe en Materia-
les y Métodos.
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' Flgura 2: C’Lnéttca de. Za desrrepreszdn de la nztr'z,to Peductasa e
eélulas- de Nostoe muscorum. Las células, cultivadas en medios co
: dmonlo, se recogieron en fase- exponenc;al de crecimiento, se lav
ron dos veces:con:medio de cultivo fresco.sin fuente de nitrdgen
Y finalmente se resuspendieron en-este mismo medio y se colocaro
én frascos de Roux de 1 1 de capacidad: sin fuente de nitrégeno
-~ (0=0); con 2 mM de NQzNa (&4—2) & con NO3Na, 10 mM (o—-o) co
~ mo Gnicas fuentes de nitrégeno. .
La actividad MVH-nitrito reductasa se- m1d16 i en los co
: rrespondlentes extractos crudos preparados a partlr de celulas T
cogldas a los tlempos indicados. ~ ~



zimética aproximadamente a las 6 h, manteniéhdose este
nivel constante durante el crecimiento exbonencial del mi-
croorganismo. Se observa que los niveles midximos de’éctiyg
'dad se consiguen cuando la fuente de nitrégeno utilizadg
es el nitrato, pero éste no es propiamente un iﬁductbr-es+
pecifiCo, sino simplemente la fuente mds aprbpiada para
que se produzca la sintesis del enzima, puesto quedeh ni*-
"trito o con N2 como fuentes.de nitrégeno tambiéh,Se alcan-

zan valores considerables de actividad nitrito reductasa.

III.B.3. Localizacidn intracelular de los enzimas del sis—

tema reductor de nitrato

Para la localizacién intracelular de 1a§"nipréto 
Yy nitrito reductasas, las células se rompieron‘enzimétiéa—
mente con lisozima como se indica en Materiaies y Métddos
con objeto de evitar 1la posible solubilizacién‘de lds enzi-
mas caso de encontrarse unidos a membranas celulares. Como
se observa envia Tabla II, précticamente'todé la actividad
nitrato reductasa presente en el extracto acelular aparece
unida a part;culas, a diferencia de la actividéd‘nifrito
reductasa, que se encuentra en su totalidad en el sobrena-
dante desbués de centrifugar el homogenado durahte.15 min

a 40.0QQ x g.



Tabla II

DISTRIBUCION DE LAS ACTIVIDADES NITRATO Y NITRITO REDUCTASAS EN EXTRACTOS DE

Nostoc muscorum

FRACCION PROTEINA  MVH-NITRATO REDUCTASA  MVH-NITRITO REDUCTASA
(mg) (mU) (mU/ﬁg prot.) (mu) -  (mU/mg prot.)
liomogenado 40,00 " 596,0 14,9 - 256,35 6,4

~Sobrenadante - ' .
40.000xg, 15 min 9,25 7,2 0,8 - 289,6 - 31,3

Sedimento
40,.000xg, 15 min - 32,40 734,6 22,7 , 0,0 0,0,

. Células cultivadas en.NO,K 20 mM como fuente de nitrd-
geno, se recogieron en fase'eXpongncial de crecimiento y después
de lavarlas con medio fresco de cultivo se rompieron por trata-
miento con lisozima. Las actividades MVH-nitrato reductasa y
MVH-nitrito reductasa se midieron seglin el ensayo standard.
Otros detalles acerca de las condiciones experimentales se indi-
can en Materiales y Métodos.



III.C. PURIFICACION DE LA NITRITO REDUCTASA DE Nostoc musco-

rum

IITL.C.1. Actividad nitrito reductasa en extractos crudos prg_'
" parados por distintos métodos de rotura de las célu

Las

La Tabla IIT muestra la influencia del mé&todo de ToO -
tura de las células sobre los niveles de actividad especifi~

ca MVH~nitritd reductasa en el extracto crudo y sobre la re-

cuperacién de enzima que se obtiene al romper las células.

A la vista‘deAestps resultados se escogi6 la extraccién de
las cé1u1as~c0ﬁ acetona paraAla obtencién de los extractos
crudos que-fuéron el punto de partida“'para la purificacién B
de la nitrito redﬁctasa. Este método bropqrciona unos nive-
les de actividad eépeéifica y de recuperacidén del enzima

combarativamente aitos, y*ademés permite un procesamientov

cémodo de una gran masa de células.

TII.C.2. Método de purificacidn

La nitrito reductasa de N. muscorum se purificd a

partir de un extracto libre de células (fraccién 1), obteni-



)
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ACTIVIDAD NITRITC REDUCTASA EN EXTRACTOS & RERNE

DISTINTOS METODOS DE ROTURA DE CELULAS DL wesioc waioorim
METODO DE ROTURA MVH-NITRITO REDUCTASA RECUPERACION
DE LAS CELULAS (mU/mg proteina) (U/g células)
Extraccién
con acetona , 29,60 2,03

'Vibracién,con
perlas de vidrio 31,70 - 2,10

Sonicacién 26,73 - 1,50

,Tratamiento con .
Lisozima 36,01 . - 1,53

Prensa French 25,94 2,34

Células cultivadas en NO,K 20 mM como fuente de nitrd
~geno, se recogiéron en fase exponéncial de crecimiento y después
de lavarlas con medio fresco de cultivo se congelaron hasta el
momento de usarlas. Llegado el momento se descongelaron y resus-
pendieron en tampdén 50 mM Tris-Cl1H, pH 7,5 (4 ml-de tampdn por
cada gramo de peso fresco de células). A continuacién se rompie-
ron seglin se indica y la actividad MVH-nitrito reductasa se ensa
y6_en los correspondientes extractos crudos. Los resultados indi
cados son el promedio de 3 & mds experimentos. Otras condiciones
experimentales se indican en Materiales y Métodos.



do por extraccidén de 175 g de células con acetona segiin se

indica en Materiales y Métodos (II.B.1.).

Excepto en los casos indicados la purificacidn se
llevd a cabo entre 0-42C. El1 tampdn standard utilizado fué

de Tris-C1lH 50 mM, pH 7,5.

Etapas 2 y 3. Cromatografia en DEAE-celulosa

El extracto crudo se hizo pasar a tra?és de una co-
lumna (5,5 x 20 cm) de DEAE-celulosa previamente equilibra-
da'con el tampén standard. Después de lavar la columna con
1,5 1 del mismo tampdén, la nitrito reductasa se eluyd su-
plementando el tampén con 200 mM de ClNa, a uné velocidad
de 60 ml/h, y se recogieron fracci-nes de 1d ml. Lé ferre-
doxina y otras proteinas 4cidas permanecian retenidas en
la columna. Laé fracciones que presentaban mayor actividad
nitrito reductasa se mezclaron (fraccién 2) y la solucidn obtenida se
diluyd treé veces con el tampdén standard y se hizo pasar
por otra columna (2,5 x 80 cm) de DEAE-celulosa equilibfada
con el mismo tamp@n; Eéta columna se lavd con 2 1 del tampdn
Tris-ClHlsuplémentado con 80 mM de ClNa y seguidamente la ac-
tividad nitrito reductasa se eluyd de la columna suplementando

- el tampdn con 150 mM de ClNa. Se recogieron fracciones de



10 ml1 y se mezclaron aquellas de mayor actividad enzimitica

~ (fraccién 3).

_Etapa 4. Cromatografia en DEAE-Sephadex A-50

La solucifn proteica recogida en la etapa.anterior

se diluyé con el tampén standard hasta una concentracién fi

nal de C1Na de 100 mM, y se hizo pasar por una columna (2,5

x 32 cm) embaquetada con DEAEvSephadex A<50 y previamente
eQuilibrada>con el tampdn standard conteniendo CINa 75 mM.

A continuacién la columna se lavé con 600 ml del tampén de

Tris-Cl1H conteniendo ClNa 170 mM, y se recogieron fraccio-
" nes de 10 ml. La Fig. 3 muestra el perfil tiﬁico de elu-

cién de la actividad MVH-nitrito reductasa dvrante esta

cromatografia. Las fracciones de mayor actividad se mezcla-

ron y la solucién resultante constituyé la fraccién 4 .

Eta?a 5) Cromatografia en Sephadex G-150

Con objeto de concentrar la ﬁreparacién enzimdtica

" resultante de la etaﬁa anterior* se diluy6 con el tampdn

'standard hasta una concentracidn finél de 100 mM en ClNa y

se hizo pasar bor<una columna (2,5 x 5 cm) de DEAE-Sephadex:

A-~50 equilibrada con el tamﬁdn standard. La nitrito reducta
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Figura 3: Perfil de elucidn de la actividad MVH-nitrito reductasga
de Nostoec muscorum adsorbida a una columna de Sephadex A-50. La

actividad MVH-nitrito reductasa y la absorcién a 280 nm se midie-
ron utilizando alicuotas de las fracciones recogidas durante este

paso de purificacién. Otros detalles se indican en el texto.



sa se eluyé con este tampén conteniendo 200vkmM.’de |
CiNa, concentridndose asfi entre 15 y.2Q veces, 6 nl de 1la
‘prgﬁaracién resultante se filtraron a tfavés de una colum%.
na (2,6 X 90 cm) deQSephadex G-~15Q equilibrada con tampsn
>f§Sfat0 0,1-M; pH 7;5.'La cromatbgrafia se desarrolld con
el migmo témpén, a una velocidad de 12 ml/h y se récogiea
‘Ton fracéiones de 3 ml; La Fig; 4 muestra el perfil de elu-
ciéﬁ de la actividad MVH-nitrito reductasa con repecto a 1a
“broteiﬁa;'Las fracciones de mayor actividad nitrito‘reduCtg’
‘sa (fraccién.S) se utilizaron para su posterior purificaé

cibn.

. Etapa 6. Cromatografia en DEAEvSeﬁhadex A-50

La soiucién proteica'resultante de la éfaﬁa ante-
. rior se diluy6é 2 veces con agua destiiadaAy_se aplicé a una
' columna (2,5 x 25 cm) de DEAE-Sephadex A-50 equilibrada con
tamp6n Tris;ClH 50 mM, pH 7,5 conteniendo 100 ﬁM;en ClNa. A
continuacién se lavd la columna con 350 ml del tamp6n45tan~
dard contenlendo 150{mM de ClNa y se recogleron fracciones
de 3 ml. La Flg 5 mﬁéstra élgcurso de esta cromatografla.?f%ﬁf
Las fracc10nes del" p1co de act1v1dad nitrito reductasa se mez

'claront(fracc1on,6), yvla preparacién resultante se concentro 10 ve-

tes por ultrafiltraciéh en un concentrador AMICON provisto
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Figura 4: Cromatografifa en una columna de Sephadex G-150 de la ni-
trito reductasa de Nostoe muscorum. Para mids informacién ver el
texto.
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Figura 5: Perfil de elucidn de la actividad MVH-nitrito reductasa
de Nostoe muscorum adsorbida a una columna de Sephadex A=50. Para
mas informacién ver el texto.



de una membrana DIAFLO PM-10.

El procedimiento de purificacién resumido en la Taf
bla IV. permite obtener una preparacién de nitrito reducfasa"
(2,4 mg de ﬁroteina) con una actividad especifica de 2],45‘
U/mg, lo que representa un factor ‘de purificaciéh de 763 ve-

_ces y una recuperacidn del 15%.

III.C.S;APurezavdel enzima

La preparacién de nitrito reductasa‘se'sométiéja
una electroforesis analitica en gel de 7,5% derpoliacrila+.
mida, a pH 8,5. Se estudiaron paralelamente 2 .geles & sevA"
tifieron por separado,_uho para proteina y otro para ia écj
tividad MVH-nitrito reductasa, seglin se indica en Materia-
les y Métodos. La Fig. © ~'muestra que en la preparacidm
enzimdtica hay tres proteinas distintas, una de lasvcuéies?
tiene actividad MVH-nitrito reducfasa. La proteina que se

corresponde con la actividad representa'apYoxiﬂadamente el

50% de 1a proteina tota1 de la preparacién.‘



Tabla IV

PURIFICACION DE LA NITRITO REDUCTASA DE Nostoec muscorum

ACTIVIDAD

PRACCION _VOLUMEN PROTEINA ACTIVIDAD RECUPERACION | ESPECIFICA PURIFICAC
(ml) (mg) (Unidades) (%) (U/mg)

. Extracto crudo . 1.000 12,585 353,6 - ..100 Co 0,028 1
. Eluato de DEAE- . i

celulosa 490 3.074 v 386,5 . 109 - 0,126 4,5
. Eluato de DEAE- . .

¢elulosa 233 978 282,9 . s - 0,289 10,3
. Eluato de DEAE- .

Sefadex A-50 114 94,5  148,0 Y V] 1,562 55,6
. Eluato de

Sefadex G-150 58 13,8 90,3 25 ' 6,559 233,4
. Eluato de DEAE- . . :

Sefadex A-50 54 2,4 ‘51,6 ) 15 21,450 763,3

El procedimiento de purifi&:acién se describe en Resulta-
dos. La actividad MVH-nitrito reductasa y la proteina se midieron
seglin se indica en Materiales y Métodos.



FIG.6- ELECTROFORESIS ANALITICA DE
LA NITRITO REDUCTASA (FRACCION 6)

DE Nostoc muscorum.

ORIGEN—

A: PROTEINA
B: ACTIVIDAD
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Figura 6: Electroforesis en gel de poliacrilamida de la nitrito
reductasa purificada de Nostoc muscorum. La electroforesis de
65 pug de proteina se llevdé a cabo en geles de 7,5% de acrilami-
da, durante 1 hora y 15 minutos a 32C, con una intensidad cons-
tante de corriente continua de 3 mA por tubo. ' _

: Otros detalles del proceso electroforético y métodos
de tincién se describen en Materiales y Métodos.



III.D. CARACTERIZACION Y PROPIEDADES DE LA NITRITO REDUCTASA

DE Nostoe muscorum
ITI.D.1. Estabilidad

La mitrito reductaéa‘parcialmehte purificada~puede
mantenerse a -202C sin pérdida'significativa de su actividad.
La solucién enziméticé'en tampén 50 mM Tris-C1H, pH 7,5, con.
" teniendo 150 mM de CiNa es estable a 22C durante una semana,ﬂr
En general es aconsejaﬁié cdnséfvarvel enzima en solucién re
lativamente concentrada de ﬁrOteina (5 mg/ml). A temperatura
ambiente, la vida!mediaide la actividad nitrito reductasa en
el tampdn antes indica&o'eﬁfde 40‘h~aproximadamentez M

‘Una repetida Eongelaci6n~descongelacién de las solu
ciones de nitrito reductasa asi como una prolongada dléll -
sis contra tampones de baJa fuerza 16n1ca pueden produc1r
pérdldas 51gn1f1cat1vas de la actividad enzimitica. La esta-
 bilidad del enzima no se altera al cambiar el tampén Tris-

C1H por otro equivalente de fosfato.

- III.D.2. Donadores de electrones

Los resultados presentados en la Tabla V muestran

que la nitrito reductasa parcialmente purificada de N. mus—



Tabla V

SISTEMA DONADOR DE ELECTRONES DE LA NITR1TO REDUCTASA DE

Nostoec muscorum

SISTEMA - CONCENTRACION NO, REDUCIDO
(mM) “(nmoles/min)
NADH 0,3 0,00
NADPH 0,3 0,00
5,0%° 23 2,04
+MV 5 102,00
SBV 5 51,20
- +FAD 5 10,40 .
+FMN 5 8,57
+de Espinaca 0,07 61,81
-+ Fd N.Amuscorum 0,07 ‘ 94,66

La mezcla de reaccién incluia en un volumen final de
1 ml: nitrito reductasa parcialmente purlflcada, 20 ug de pro
teina; tampén Tris-Cl1lH, pH 8,0, 100 mM; NO,Na, , ¥ los
distintos donadores y transportadores de e%ectrones, a las
concentraciones indicadas. Después de incubar a 30°2C durante
5 minutos, se valord el nitrito desaparecido.



corum no puedé utilizar piridin nucle6tidos reducidos como
donédores de electrones. El ditionito, que por si s6lo es po
co eficiente como donador de electrones del enzima, resulta
muy efectivo en presencia de un tranqurtador; Existe una
marcada-especificidad;dél enzima pbr la ferredoxina reducida
quimicamenfe con ditionifo como donador natural de electro -
nes, siendo précticémente ineficaces los flavin nuclebtidos
reducidos. Entre los sustitutos artificiales de 1la ferredoxi_

na, el metil violdégeno es el mis eficaz..

: II’I.D.S.’;Card'c't'erizbcién;de la actividad MVH-nitrito reductasa

Cdmo'enéaYQ de'rufiha de la actividad nitrito reduc
tasa se eécogié'éémo‘doﬁador de électrones el metil violbge-
no reducido Quimicamente_con ditionito por razones de efi -
ciencia y economfia. Con objeto de establecer las condiciones
Gptimas de ensayo se esfudiaron las posibles variables que

pudieran influir en la actividad del enzima.

cién

“El1 ditionito‘en solucién acuosa es‘relativamentek
inestable y produte entre otros-compuestos, sulfito, que ha

sido sefialado previamente como inhibidor de otras nitrito



reductasas (Lafferty y Garrett, 1974; Vega et al., 1975b;

Vega y Kamin, 1977).

La Fig. 7 muestré’que‘una concéntracién inicial
de 20 mM de ditionito en la mezcla de reaccidén es satu -
rante. Asimismo se observa una\clara,tolerancia con res-
pecto al 1imite'superior de 1la coﬁcentraciﬁn de ditioni-
to, ya que concentraciones de 60 mM no afectan a la acti
vidad enzimatica, al contrarié,de io obServado para la
nitrato reduétasa de otra cianobactefia,‘A. nidulans

(Manzano, 1977).

PH optimo

La Fig. 8 presenta la variacidn de la actividad
MVH-nitrito reductasa con él pH eﬁ un intervalo eﬁtre 5
y 11 y utilizando tampones de acético/acetato, fosfato,
Tris-ClH y COgH /COZ. El pH §ptimo de trabajo es 8, tan-

to si se utiliza*tampén fosfato como tampdn Tris-ClH. -

VEfettO‘de”la'concenfféciﬁn>&ejprbteina'enfla actividad

~

“nitrito reductasa

La Fig; 9 muestra una clara propbrcionalidad en-
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Figura 7: Efecto de la concentracidn de ditionito presente en la
mezcla de ensayo sobre la actividad MVH-nitrito reductasa de Nos
toe muscorum. La actividad MVH-nitrito reductasa se ensayd segin
el método standard descrito en Materiales y Mé&todos, pero utili-
zando las concentraciones indicadas de ditionito sdédico.
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Figura 8: pH opttmo de la reacctdn catalizada por la nitrito reduc
tasa de Nostoc muscorum. La actividad MVH-nitrito reductasa se en-
saybé seglin se indica en Materiales y Métodos, pero sustituyendo el
tampdén Tris-C1H pH 7,5 por 100 pmoles de los tampones indicados en
la figura. E1 100% de la actividad corresponde a 1,19 umoles de ni
trito reducido en 10 minutos. En cada caso se. ut111zo nitrito re -
ductasa parcialmente purificada (0,034 mg de proteina).



umoles DE NITRITO TRANSFORMADOS

0 0.1 0.2

0.3 04 0.5

ENZIMA .=}

Figura 9: 4dctividad MVH-nitrito

funcidn de la concentracidén del

to reductasa se determiné segln
dos, utilizando una preparacidén
da (0,046 mg de proteina/ml).

reductasa de Nostoe muscorum en
enzima. La actividad MVH-nitri-
se indica en Materiales y Méto-
de enzima parcialmente purifica



tre la cantidad de enzima afiadido a 1la mezcla de reaccidn

y la actividad MVH-nitrito reductasa.

Cinética de 1la actividad nitrito reductasa

La Fig. 10 muestra que la reduccidén de nitrito
catalizada por la nitrito reductasa de N. muscorum es
lineal con respecto al tiempo, manteniéndose constante

la velocidad de 1a reaccifn durante 15 min como minimo.

"El enzima purificado (Fig. 10 A) se comporta de forma

'similar al enzima en el extracto crudo (Fig. 10 B).

III1.D.4. Estequiometria de la reacecil~

La Tabla VI muestra que la nitrito reductasa
de N. muscorum cataliza la reduccién de nitrito hasta
amoniaco con una esteQuiometria,1:1'que se mantiene

constante durante el curso de la reaccidn.

Los resultados demuestran que 1a nitrito reduc-

tasa de N. muscorum puede catallzar la reducc16n comple-x

kta de nltrlto hasta amoniaco, 1o que conlleva la trans-



1,57
1.0 | ////’.

~Q57 ‘(///.

T P
057 /.,

umoles DE NITRITO TRANSFORMADOS

-
e
-

. TIEMPO (min)

Flgura 10 Cinética de Za reducczdn de nztrzto catalzzada por
la nitrito reductasa de Nostoc muscorum. Las ctondiciones de
.ensayo de la actividad MVH-nitrito reductasa fueron las mis -
~ mas del ensayo standard, solo que el volumen de "la mezcla de
' reaccibn-fué tres veces mayor. A los tiempos que se indican
~ se ‘tomaron muestras de la mezcla de reaccién y en ellas se
. valor6 el nitrito presente. Se muestra.la cinética obtenida
“con el -enzima purificado,, 04,014 mg de proteina CA) y con el
fextracto crudo, 3,58 mg de proteina (B). :




Tabla VI

ESTEQUIOMETRIA DE LA REDUCCION DE NO Y LA FORMACION DE NH EN LA

REACCION CATALIZADA POR LA NITRITO REDUCTASA DE Nostoe mugcorum

- + NO, DESAPARECIDO
i TIEMPO NO, DESAPARECIDO NH;; FORMADO . RELACION —2 - !
; (min) (umoles) (umoles) NH4 FORMADO
(B ()} 0 ----
5 3,77 3,66 1,03
20 15,12 14,40 .05

La'meZCIagde'reacclén, que se incub6 a 30%C, contenfa
en un volumen final de 5 ml: 250 umoles de tampén Tris-C1lH pH
8,0; 20 umoles de NO.,Na;. 25 umoles de metil violégeno; 20 mg

de S 0

0,13 mé dé P
alicuotas de 1la mezcla de reaccién

amonio.

B

120 mg de’CO
roteina. A ios tiempos indicados se . midib en

HNa y nitrito reductasa purificada,

el contenido en nitrito y



ferencia de seis electrones, sin la acumulacidén de canti-
dades significativas de compuestos nitrogenados de estados
redox intermedios., La reaccidén catalizada se muestra en

la siguiente ecuacidn:

+

4 0

NO, + 8H' + 66" ——» NH, + 2H,

III.D.5. Estudios cinéticos

Se estudidé el comportamiento cinético de 1a:ni¥
trito reductasa de V.. muscorum con respecto a Sus'Squ B
tratos el nitrito, la ferredoxina y el metil.viqlééego,
de;érminandose la K,, para cada uno de ellds. n

En este estudio ge han empleado indistintaménté
las representaciones de Lineveawer-Burk, Wooif—Augustinsson-;
Hofstee & Hanes-Woolf, utilizéndosé mis de un tipo de repre
sentacib6n para los datos obtenidos con cada de los sustra;
tos, y obteniéndose resultados similares con las distiﬁias
representaciones. Las rectas trazadas en eétas representacio

nes son las de regresidn, encontrandose unos coeficientes



. .. 2 - .
de determinacidén r~ de 0,94 a 0,99. Los coeficientes de co-
rrelacién r resultan siempre significativos para una seguri

dad del 99%.

La Fig. 11 muestra una representacidn de Linewea--
ver-Burk de las velocidades iniciales dé reduccién de ni -
trito a diferentes concentraciones de este sustrato, utili
zando como donador de electrones metil violdgeno reducido

con ditionito. La KM para el nitrito es de 0,113 mM,

La Fig. 12 muestra una representacidn de Hanes-
-Woolf de la relacidén {MV}/v a diferentes concentraciones

de metil violdgeno. La Ky para el metil violdgeno es de’

0,14 mM,

La Fig. 13 muestra una representacidén de Woolf-
-Augustinsson-Hofstee de las velocidades iniciales‘&é |
reduccidén de nitrito a diferentes concentraciones de fe-
rredoxina, que sustituia al MV como donador inmediato de

electrones del enzima. La Ky para la ferredoxina es de

3,4 UM,

III.D.6. Actividad ferredoxina-nitrito reductasa

Como ya se ha visto (Tabla V), la nitrito reductasa

purificada de 7. muscorum presenta una marcada afinidad por
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Figura 11: Representacién de: Lineweaver—Burk de la actrividad MVH-
-nitrito reductasa en funcidn de la concentracidn de nitrito. La
actividad MVH-nitrito reductasa se midié segin se indica en Mate-
riales y Métodos, pero utilizando las concentraciones de NO,Na in
dicadas en la figura, e incubando 1la mezcla de reaccién a 369C du
rante 3 minutos. En cada medida se utilizaron 30 ug de proteina
de una preparacidén de enzima parcialmente purificado.
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Figura 12: Representacidn de Hanes-Woolf de la actividad MVH-ni-—
trito reductasa en funcidén de la coneentracidn de metil violdge—
no. La actividad MVH-nitrito reductasa se mididé segfin se indica
en Materiales y Métodos, pero utilizando las concentraciones in-
dicadas de metil violégeno. En cada determinacién de velocidad
se utilizaron 22 ug. de proteina de una preparacién de enzima par
cialmente purificada.



‘150‘ o \.
100 | AR \

Km(Fd) =34 pM

v (UM/min)

L] ¥ - L] v v

10 20 36 40

v/CFdd (min)!

Figura 13: Representacidn de Woolf-Augustinsson-Hofstee de la ac
tividad ferredoxina-nitrito reductasa en funcidn de la.concentrg
cién de ferredoxina. La actividad ferredoxina-nitrito reductasa
se midid segln se indica en Materiales y Mé&todos, pero usando fe
rredoxina purificada de N. muscorum a las concentraciones indica
das, e incubando la mezcla de reaccién a 30%C durante 5 minutos.
En cada determinacién de velocidad se usaron 30 ug de protelna
de una preparacién de enzima parcialmente pur1f1cada.



la ferredoxina reducida comé donador fisiol6gico de electro-
nes. Sin embargo, en los estudios hasta aqufi realizados se ha
utilizado ditionito'para reducir'quimicamente la ferredoxina.
Los siguientes experimentositratan‘de identificar el. sistema
fisiolégico que, a través dé.la ferredoxina, conecta sus

electrones a la nitrito reductasa pa;avla reduccién de nitri

to hasta amoniaco.

Ferredoxina reducidaAfotOSintétiCamente"

La ferredoxina ‘de W. muséorum‘se redujo mediante un
sistema de partficulas fptoéiﬁtétigaSwdel mismo organismo,
1luminado en presencia de CléMg‘(Mé'Swain et al., 1976), uti
lizando agua como~donad0r,inicial de_gléctrones. La Tabla
VII muestra que la ferredoxina reducidavde esté forma eS'cé—
paz de donar elecfrones’para,lavreduccién de nitrito catali--
zada bor la nitrito reductasa pfeSentelen el extracto crudo.
Sin embargo, buede decirsé‘que en esie'caso, la nitrito redpg_
 tasa parcialmente purificada no se acopla eficazmente con la

ferredoxina reducida de esta forma.

Cuando no se afiade ferredoxina la reaccién marcha
algo, probablemente debido a que el extracto crudo y/& 1las
particulas con actividad fotosintética contengan esta protei

na. En presencia de CMU, inhibidor del flujo fotosintético



Tabla VII

REDUCCION ENZIMATICA DE NITRITO CON FERREDOXINA REDUCIDA’ FOTOSINTETICAMENTE
POR PARTICULAS DE Nostoc muscorum

SISTEMA v ‘ NITRITO REDUCIDO
(nmoles/mg clorofila/hora)

Extracto ecrudo Enzima purifieado
- Completo, luz : : 2756 . 82
‘ , menoé ferredoxina ‘ R 423 : 39
menos particulas 0 .0
. menos nitrito reductasa L 0 Y
particulas, hervidas 10 min. 0 ' 0
Completo, luz + CMU ’ 37 . ‘ -

Completo, oscuridad _ 15 10

' 5 El sistema completo 1nc1uia, en un volumen flnal de 1
ml:. 50 umoles de tampén Tricina-KOH, pH 7,7; 1 iimol de NO,Na;

10 umoles de C1,Mg; 0,25 mg de ferredox1na pur1f1cada de N. nus:
~eorum, particulds de la cianobacteria, conteniendo 0,23 mg de
.clorofila, y 100 mU de nitrito reductasa (extracto crudo, 3,57
mg de protelna, o-enzima purificado, 0,023 mg de pi-~teina)i. Don
de se indica se afiadieron 100 nanomoles de CMU. Las mezclas de
reaccidén se colocaron en vasijas de Warburg, con la nitrito re-
.ductasa en el brazo lateral, y se equilibraron durante 15 min
~a 202C en una atmésfera de N,. La.reaccién se comenzé vertiendo
el enzima al compartimento p%inclpal de la vasija, y se mantu-
VO con.agitacién suave durante 15 min 4. la luz (20.000 lux)o a
la oscuridad. Al cabo de este tiempo se midi6 el contenido en
nitrito de cada vasija. Otras condiciones experimentales segiln
Materiales y Métodos.




de electrones (Wessels et al., 1956), se inhibe completamente

la reduccidén de nitrito.

Cuando se utilizé éscorbato/DPIP en vez.de agua como
donador terminal de eiettrones, se encontré igualmente que la
‘fotorreduccién de nitrito depende de 1la ferredoxina, del flu-
- jo fotosintético de électrones y de la presencia de nitrito

reductasa.

Ferredoxina reducida enzimdticamente .

La Tabla VIII muestra que 1la ferreaoxina reducida en
zimdticamente con NADPH mds NADP-reductasa-es un eficaz dona- -
dor de electrones para la reduccién del.nitrifo;cétalizada !
por la nitrito reductasa dél extracto crudd_ Comb fueﬂte-de
poder reductor se utilizé un sistema regenerante de NADPH, a
base de glucosa-6-fosfato, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa yﬁNADPt ya
que con NADPH directamente la reaccidén no marcﬁaba. En estas
condiciones la reduccién de hitrito’requiere la presencia de
ferredoxina, NADPH, NADP-reductasa y niﬁrito reductasa. Al
igual que se observa en el caso anterior la nitrito reductasa
parcialmente purificada no se acopla eficazmente con la ferre

doxina reducida de esta forma.



Tabla VIII

REDUCCION ENZIMATICA DE NITRITO CON FERREDOXINA REDUCIDA CON EL SISTEMA
NADPH-NADP REDUCTASA

SISTEMA : NITRITO REDUCIDO
) (nanomoles)
Extracto crudo Enzima purificado

COMPLETO 745 87
menos ferredoxina 138 4
menos NADP® . 0 0
menos nitrito reductasa 0 0
Nitrito reductasa,hervida 10 min. 0 0

El sistema completo incluia, en un volumen final de 1
ml: 50 ymoles de tampén Tris-ClH, pH 7,5; 1 umol de NO,Na;
0,25 mg de ferredoxina purificada de J. muscorum; 40 u%oles de
glucosa-6-fosfato; 0,5 umoles de NADP ;1 Unidad de glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa; 1 Unidad de NADP - reductasa purificada
de N. muscorum y 100 mU de nitrito reductasa (extracto crudo,
3,31 mg de proteina; enzima purificado, 0,03 mg de protelna)
Las mezclas de reaccidén se colocaron en vasijas de Warburg,
con la nitrito reductasa en el brazo lateral, y se equilibra-
ron durante 15 min a 252C, en una atmésfera de'N,. La reaccién
se comenzé vertiendo el enzima al compartimento principal de
la vasija y se mantuvo con agitacidén suave durante 15 min. Al
cabo de este tiempo se midié el contenido en nitrito de cada

vasija. Otras condiciones experlmentales seglin Materlales y
Métodos.



ITI.D.7. Inhibidores

La Tabla IX mﬁéstra el efecto de distintos inhibido-
res sobre la actividad nitrito reductasa en una préparacién
pﬁrificada de eéta proteina. El cianuro y la orto-fenantroli-
na, agentes quelantes'de metales (la orto-fenantrolina pre-

2+
)

son inhibidores eficaces de la actividad nitrito reductasa,

‘senta una unién altamente especifica y estable con el Fe

siendo el cianuro particularmente efectivo a bajas concentra
ciones. Por otra .parte el pHMB, que reacciona especificamen-
te con grupos -SH, o el cianato y la azida, agentes quelan--
ytes’de metales, no inhiben significativamente 1la actividad
nitrito reductasa. La incubacién del enzima con 1 mM de

'pHMB durante 6 h a temperatura ambiente tampoéo produce

una inhibicién apreciable de la actividad enzim&tica.

-inhibicién por cianuro

La Fig. 14 muestra una representaciﬁn dé Linewea-
- ver-Burk de las velocidades iniciales de reducci6n de nitri-
. to, a diferentes_conceﬁiraciones del.mismo, en ausencia y en
presencia de cianuro 3 uM. La inhibici6n “es de tipo cbmpeti_
tivo con respé¢to al nitrito; calculéhdose’una‘Ki para~e1
cianuro de 1,4 ﬁM. La recta de regresidn rebresentada'tiene

un r’ de 0,94.



Tabla IX

EFECTO DE INHIBIDORES SOBRE. LA ACTIVIDAD NITRITO

REDUCTASA DE Nostoe muscorum

INHIBIDOR CONCENTRACION INHIBICION

) ' (%) 
pHMB 1073 3
| . . S
CNK 10 34
CNK 1074 83
CNOK 1073 g
-4
N3Na 10 2
orto-Fenantrolina 10-4 13
" orto-Fenantrolina 1073 24
2

orto-Ferantrolina .10 ¢ ‘ . 48

Las mezclas de reaccién contenfan en un volumen final
de 1T ml: 100 pmoles de tampdn Tris-ClH, pH 8,0; 2 umoles de
NOZNa; 5 umoles de metil violdgeno; 20 mg de S,0 Na ; 20 mg de
CO;HNa; nitrito reductasa purificada, 0,02 mg &e protelna y
103 inhibidores correspondlentes a las concentraciones indica-
das. Al cabo de 10 min a 302C se midié el nitrito en alicuotas
de las mezclas de reaccidén. 100% de actividad nitrito reducta-
sa corresponde a 0,125 umoles de nitrito desaparecido por min.
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Figura 14: Inkibicidn por cianuro de la nitrito reductasa de Nos—
toe muscorum. Las condiciones experimentales fueron las mismas
que las de la figura 11. Donde se indica se afiadié a la mezcla de
reaccién CNK hasta 3 uM. ‘



Inhibicién por hidroxilamina o sulfito

La hidrbki}amina y el sulfito son susfratbs y/8
inhibidores de nitrita reductasas de otras fuentes_(Hewitt,
1975; Greenbaum et al., 1978; Vega et al., 1979; Losada y |
Guerrero, 1979; Vennesland y Guerrero, 1979), por ello:se
ha analizado su posible'efecto inhibidor sobre 1alnitritd'
réductasa de N. muscorum. La Tabla X muestra que la hidro-
xilamina a una concentracibn de 20 mM inhibe fﬁertemeﬁté a
la nitrito reductasa, mieﬁtras que‘él sulfito 1o hace en
menor gradof La Fig. 15 muestra Qué'la hidroxilamiﬁa es;unﬁ
inhibidor competitivo con resbeCto’al nitrito,‘con.uné Kiv

3

de 0,57 mM (r2 de la recta de regresidn =v0,98).,,(

Por.otra;parte, es interesante resaltai que ni la
hidroxilamina ni el sulfito son sustratos de la nifrifo re-
ductasa parcialmente purificada de N. muscorum (Tablé XI1).
Como dqnadores de electrones se'ufilizaron»los mismos»que
pafa la actividad nitrito reductasa (MVH 6 ferredoxina fe-.
ducida) pero.se'utiiizﬁ hidroxilamina 6 sulfito cpmo posi—f:
bles’gceﬁtores de'elettrones; y se midid su;deSapariciﬁn
de la mezcla de'reéccién‘con el'tiempo. E1 NAD(P)H tampoco

tuvo efecto como donador de electrones.



( Tabla X

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD NITRITO REDUCTASA DEV

Nostoe muscorum POR HIDROXILAMINA O SULFITO

ADICION CONCENTRACION INHIBICION

(mM) (%)
Sulfito 10 S
| 20 19
Hidroxilamina 0,5 0
1 3

10 46

20 87

La mezcla de reaccidn contenia en un volumen final de
7 ml: 250 ymoles de tampén Tris-Cl1H, pH 8,0; 2 pumoles de NO,N
S umoles de metil violégeno; 20 mg de S,0 Na,; 20 mg de CO ﬁNa,
nitrito reductasa (Fraccién 3), 0,47 mg~de proteina y SO Na 6
NHZOH a las concentraciones 1nd1cadas Al cabo de 10 mlé a
302C,se midi6 el nitrito en las correspondientes mezclas de
reaccidén. 100% de actividad nitrito reductasa corresponde a
0,15 umoles de nitrito desaparecido por min.
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Figura 15: In&ibicidn por hidroxilamina de la nitrito reductasa de
Nostoc muscorum. Las condiciones experimentales fueron semejantes
a las de la figura 11. Donde se indica se afiadié a la mezcla de

reaccién hidroxilamina hasta 3 mM.



Tébla XI

REDUCCION DE HIDROXILAMINA Y SULFITO POR’LA NITRITO REDUCTASA DE

Nostoe muscorum

SISTEMA DONADOR ACEPTOR DE SUSTRATO. DESAPARECIDO
DE ELECTRONES ' ELECTRONES ( pmoles / 15 min )
$,0, + MV NH,,0H .0,00‘

SO4Na, 0,00
NO,Na 1,63
$,0, + Fd NH,OH 0,00
' SO;Na, ' 0,00
NO,Na ' 1,51

Las mezclas de reaccién fueron las del ensayo standard de
la actividad nitrito reductasa, pero sustituyendo donde se in
dica el nitrito por hidroxilamina o sulfito, ambos a una con-
centracién de 2 mM. Las:concentraciones de nitrito, sulfito e
hidroxilamina al principio y al final de la reaccién se midie
ron segln se indica en Materiales y Metodos



Inhibicién por CO de la actividad nitfito reductasa

La Tabla XII muestra que cuando él enzima se incuba
en condiciones anaer6bicas con metil violdgeno reducido y CO
se inhibe fuertemente. su aétividad. ES;a"inaQtivacién es re-
versible,y después de oxigenar la mezcla de incﬁbacién se fg
cupera la aétividad enzimdtica. Cuando el_enzima se_incuba
en presencia de CO con ditionito o con ditionito metil viold
~geno, la inhibicién fue del 25 y del 50% fespectivamente,
siendo en todos los casos reVersiblés despﬁés de oxigenar.
También se observa en la Tabla que la presencia de‘poder re-
ductor es necesaria para la inhibicidh bor co dé_la activi -

dad enzimitica.

La Fig. 16 muestré la cinétiéa de las inactivacio
nes antes mencionadas. Cuando la nitrito reductasa se ﬁrein—-
cuba con MVH més CO,el enzima se inactiva ¥e1ativamente rapi
do, ﬁresentando una vida media de 2 h. Se observa  que
la vélocidad de inactivacién decrece sensiblemente después

de la primera hora de incubacién.



Tabla XII

INACTIVACION DE LA NITRITO REDUCTASA DE Nostoe muscéorum
POR PREINCUBACION CON CO Y METIL VIOLOGENO. REACTIVACION
POR OXIGENO

MEZCLA DE PREINCUBACION ACTIVIDAD NITRITO REDUCTASA
(%)
Anaerobiosis  Despuds de
: oxigenacidn
Enzima 100
+ MVH 100
2- ,
+ 5204 96
2~
+ §,007 + MVH _ 102
+ CO 101
+ CO + MVH 27 101
£ CO + 502" 75 ‘ 100
274 .
+€0 + 5,027 « MvH 51 ' 98

Las mezclas de preincubacién se prepararon afiadiendo
en condiciones anaerébicas 0,5 ml de nitrito reductasa.purifi
cado (0,09 mg de proteina) gaseada previamente con N, 6 CO, a
0,8 ml de tampdén fosfato 0,1 M, pH 7,5, previamente 3eoxigena—
do y saturado con N, 0 CO y conteniendo, segln se indica, 8 mg
de S,0,Na,, 8 mg de“CO,HNa y/6 1 umol de metil violdgeno redu-
cido” (ver "Métodos). Deépués de 6 horas de incubacidén a 222C,
la actividad nitrito reductasa se midié por adicién de 50 ul
de cada mezcla de preincubacién a los reactivos del ensayo
standard. En los casos que se indican, las mezclas de preincu-
bacién se abrieron al aire durante 12 horas y la nitrito reduc
tasa se midi6é de nuevo. E1 100% de actividad corresponde a 144
nanomoles de nitrito desaparecido por minuto.
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Figura 16: Cinéticas de Znactivacidn por CO de la nitrito reduct
sa de Nostoc muscorum en presencia de reductores. Las mezclas de
incubacién del enzima se prepararon seglin se indica en la Tabla
XIT. A los tiempos indicados se midié la actividad MVH-nitrito 1
ductasa por adicidén de 50 ul de cada mezcla de incubacién a los
reactivos del ensayo standard. E1 100% de la actividad correspor
a 144 nanomoles de nitrito desaparecido por minuto.



II1I1.D.8. Propiedades moleculares.

‘Peso molecular

El peso molecular de la nitrito reductaga de ¥. mus
corum se ha deteiminado por dos métodos: método A, por filtrg
cién;a través de una columna calibrada de Sephadex G-150, se-
éﬁn‘Andrews (1964). Método B, por combinacién de 1las técnicas
de filtracién en gel y centrifugacidn en gradiente de sacaro-

'Sa, segﬁh.el.métddo propueSto por Siegel y Monty (1966).

En el‘primer método se utilizé una columna (77,9 x
.ilT,S cm) de Sephadex G-150 equilibrada durante varios diés:
C coh tampén de fosfafo sédico 0,12 M, pH 7,5 y calibrada fil-
trando por separado muestras de alcohol deshidrogénasa, Sef
'roalbﬁmina, ovoalbﬁmina, quimotripsinégeno A, mioglobiha y
. citocromo gm 2 ml de una prepafa;ién-paréialmente purifica-
da de ni£rito reductasa (fraccién 5) se aplicaron a la co-
-lumna y el volumen de elucidn del enzima se determin§ a

partir de su curva de actividad.

En la Fig. 17 se calculaun pes'omolecular de 53.700 para
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"Figura 17: Determinacidn del peso molecular de la nitrito reduc—
tasa de Nostoc muscorum por filtracidén en Sephadex G-150. Las
condiciones experimentales se detallan en el texto.



la nitrito reductasa de N. muscorum. Ademds, a partir de es-

\ » » . ° s ’
tos datos se obtiene . un radio de Stokes, a, de 30,9 A para
la nitrito reducfasa utilizando la correlacién de Laurent y

Killander 1964 (Fig. 18).

En el método. B el peso molecular se calculé a par-
tir de la siguiente ecuacién:

o

a 6. mn N SZO,wv

1 -vop

donde v es el volumen ﬁarcial especifico del enzima,‘igual
a 0,725 cm3 . g-1, valor seleccionadO'por Martin y Ames
(1961} como repfesentativo para la mayor parte de las pro-
teinas globulares; a, el radio de Stokés;‘n; la viscosidad
del medio, ésumida igual a 0,01002 g.sf1.cm-1;‘ﬁ; el nﬁmero
devAvogadro; SSO,W’ el coeficiente de sediﬁentacién{ Y o>

la densidad del medio (0,99823 g.cmf1).

El coeficiente de sedimentacién de la nitrito re-
ductasa de N. muscorum se calcﬁlé por'centrifugacién a alta
velocidad en un gradiente continuo de sacarosa (5 al 20%,
P/v), utilizando como patrones alcohol deshidrogenasa, sero- .
albﬁmina, ovoalbGimina y mioglobina. Seglin se in&ica en la

Figura 19, se obtuvo un coeficiente de sedimentacifn de
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Figura 18: Determinacidn del radio de Stokes de la nitrito reduc-
tasa de Nostoc muscorum por filtracidn en Sephadex G-150. Las cor
diciones experimentales se detallan en Materiales y Métodos.
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Figura 19: Determinacidén del coeficiente de sedimentacidn de
la nitrito reductasa de Nostoc muscorum por centrifugacion en
gradiente de sacarosa. A) Perfiles de sedimentacidn de la ni-
trito reductasa y de las proteinas marcadoras. 1: actividad
alcohol deshidrogenasa (plco 291 mU/fraccién). 2: absorban-
cia a 230 nm (pico: 0,76). 3: actividad MVH-nitrito reductasa
(pico 0,36 U/fraccién). 4: absorbancia a 230 ‘nm (plco 0,81).
5: absorbancia a 410 nm (pico: 1,35). -
B) Coeficiente de sedimentacidn de las proteinas en funcién
de su distancia del fondo del tubo al terminar la centrifuga-
cidn.

Otros detalles se descrlben en el apartado Materiales
y Métodos. ,



4,07 x,10'1‘3 seg para el enzima. Utilizando la férmula y los
valores del radio de Stokes y del coeficiente de sedimenta -
cidn antes mencionados se calculdé para la nitrito-reduqtasa

un peso molecular de 51.845.

Segin estos datos se ha calculado un coeficieﬁte de

friccidén relativo:

-1/3

- (3vM
£, = a7

para la nitrito reductasa de 1, 255 valor relatlvamente bajo,
que indica que la molécula de n1tr1to reductasa no es: muy
a51metr1ca.

III.D.9. Grupos prostéticos

Requerimiento de hierro para la formac16n de la act1v1dad

nltrlto reductasa

Los resultados presentados en la Fig;, 2Q indican
que la presencia de hierro en el medio devcultiﬁo es necesg_
ria para la formacién in vivo de la actividad nitrito~redug;
tasa en W. muécorum. En este experimento las células se cul.
tivaron en un medio deficiente en hierro y en presencia de

ClNH4, una fuente de nitrégeno“que rebrime la sintesis de
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Figura 20: Efecto de la concentracidn de hierro afiadido al medio
de cultivo en los niveles intracelulares de nitrito reductasa de
Nostoe muscorum. Las células se cultivaron (tres cultivos sucesi
vos) en medios sin hierro afiadido y con CINH, como fuente de ni-
trégeno. Se recogieron en fase exponencial de crecimiento, se la
varon dos veces con medio ‘de cultivo fresco sin hierro afiadido
y con nitrato como fuente de nitrd8geno y finalmente se resuspen-
dieron en este mismo medio y se repartieron en distintos tubos
de cultivo de 300 ml de capacidad a los que se afiadi6 Fe-EDTA
hasta la concentracién final de hierro que se indica en la Figur
A las 12 horas de tratamiento, las células se recogieron por cen
trifugacién, se lavaron y se prepararon los correspondientes ex-
tractos crudos donde se midi6 la actividad MVH-nitrito reductasa
Otras condiciones experimentales se indican en Materiales y Mé&to
dos.



la nitrifo reductasa. Estas células se transfirieron a nue-
vos medios de cultivo que contenian NOzK como tinica fuente
de nifrégeno f a los que se aﬁadieronklas cantidades de hie
rro que se indican en la Fig, 20, La sustitucién dé amo -
nio por ﬁitrato induce la sintesis de la actividad nitrito
reductasa en W. muséorum. Después de 6 h de incubacién
en el nuevo meaio‘de cultivo, las células se recogieron y
la actividad nitrito reductasa se midi6é en los correspondiég
tes extractos“érudoé."La Fig. 20 muestra que la sintesis
de la,actividéd nitrito reductasa es deﬁendiente de la pre-

sencia de hierro en el medio de cultivo.

Se‘hiZO‘un expefimento similar pero con distintas
"concehtracioﬁes de Cu en vei,de hierro en el medio de cul-
tiva,no 6bservéndose.corre1acién alguna entre la actividad
nitrito rédUctasa ¥y la concentracién de cobre en el medio
de cultivof,Concentrationes de Cu superiores a 1 ﬁM se re- .

velaron como tdxicas para el crecimiento celular.

Asociacién de un crombéforo heminico con la nitrito reductasa.

La preparacién mis purificada de nitrito reductasa
de N. muscorum presenta un espectro de absorcién (Fig. 21)
que sugiere la présencia de un componente heminico. El enzi-

ma muestra maximos de absorcién a-280; 340-365 y 615 nm, con
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. Figura 21: Espectro de absorcidén de la nitrito reductasa puri-
ficada de Nostoe muscorum. El espectro del enzima (1,17 mg/ml)
en tampén Tris-C1H 0,1 M, pH 7,5 se registrd contra un blanco

del mismo tampén. El espectro del enzima reducido se registrd

inmediatamente después de la adicién a la muestra de unos Cris
tales de ditionito sédico.



un hombro a 410 nm. La érepéfacién enzimitica reduéida por
la adicidén de unos cristales de ditionito sédico, muestra
un pico de'absorcién'a 420.nm; que es indicativo de 1a pfe—
sencia de un grupo croméforo heminico con una banda Soret
de'absorcién a 410 nm‘{oxidado) Que'cambia a 420 nm (en
estado reducido). La fuerte absorcidn que'tiene'esta pref
paracién enzimitica a 340-365 nm y 615 nm se debe probable-
mente a impureZas de ficocianina (C-ficocianina y alofico-
ciaﬂina), pigmentos'Caracteristicos de estas cianobacte-

rias.

La dificultad de separar de la nitrito reductasa
estos pigmentos azulados nos ha impedido, de momento, la
purificaciﬁnvhasta homogeneidad del enzima, requisito im-
'pfescindible para asegurar que el hemo due observamos en
la preparacién corresbondefa la nitrito reductasa. Sin em-
bargo, un anélisis de 1a preparacién parcialmente purifi-
cada de la nitrito reductaéa de N. muscorum por centrifu-
‘gacién a alta velocidad en gradiente de sacarosa (Fig. 22)
- muestra una exacta correspondencia entre la actividad ni-
~trito reductasa de’la'ﬁreﬁaracién y la absorbancia en 1la
regiﬁn Soret del hemo (420 nm) en las fraéciones del gra-

diente.
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Fig. 22, Andlisis por centrifugacidén en gradiente de sacaro-
sa de la nitrito reductasa purificdda de Nostoc muscorum. El
enzima purificado (42 ug de proteina) se sometid a centrifu-
gacidbn a alta velocidad en un gradiente de sacarosa segiin se
indica en Materiales y Métodos. En las fracciones obtenidas”
(0,19 ml) se determind la absorcidn a 280 nm y, previa adi -
cidn de unos cristales de ditionito sddico, la absorcidn a
420 nm. La actividad MVH-nitrito reductasa se mididé utilizan
do alicuotas de las correspondientes fracciones. La fraccidn
1 corresponde al fondo del gradiente. Otras condiciones expe
rimentales se detallan en Materiales y Mé&todos.



¢(Bs la nitrito reductasa de€ N. muscorum una sulfoferroprotef-

na?

Después del Gltimo paso de purificacién (cromatogra-
" fia en Sephadéx A-50) de la nitrito reductaéa de N. muscorum
se mezclaron las fracciones'brﬁximas entre si én el'perfil de
eluciéﬁ y se redujo el estudio del contenido en sulfuro lébil
‘a tan s6lo 4 preparaciones. Loeresultados recogidos en la
Fig, 23 muestran una exacta correspondehcia enfre la activi
dad nitrito reductasa y el contenido enAsulfurbiébil4de es-

tas preparaciones.
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Figura 23: Correspondencia entre actividad MVH-nitrito reductasa
contenido en sulfuro 1dBTl en las fracciones de la cromatografia
en Sephadex A—50. Después de la Gltima filtracidn en Sephadex A-
de la preparacidén de nitrito reductasa de Nostoe muscorum, las
fracciones prdximas al pico de actividad MVH-nitrito reductasa s
agruparon en cuatro, se concentraron por ultrafiltracidén y se de
termindé en ella la actividad especifica MVH-nitrito reductasa y
su contenido en sulfuro 14bil, segln se indica en Materiales y M
todos. ‘ : '



IV. DISCUSION



Los resultados,anteriormenteudescritos han aportado
nuevos conocimientos sobre el mecanismo de la reduccién asi-
milatoria del nitrito a amoniaco en organismos procaridticos
fotosintéticos, habiéndose purificado y caracterizado par -
cialmente la nitrito reductasa de la cianobacteria Nostoc

muscorum.

El organismo utilizado en este trabajo, N. muscorum,
se puede cultivar en condiciones autétrofas en distintas
fuentes de nitrégeno como nitrato, nitrito, amoniaco 6 nitré
geno molecular. En condiciones 6ptimas de crecimiento, con
nitrato como fuente de nitrégeno,este organismo presenta un
tiempo de generacién de 14 h y 20 min. Esté descrito que el
crecimiento (25°C, iluminacién saturante y aireacidn de CO2
al 5% en aire) de N. muscorﬁm (tgé 14 h, 50 min) es mis len-
to que el de otras cianobacterias como Anabaena variabilis
(tg= 10 h, 30 min) 6 Anacystis nidulans (tg= 8 h, 30 min)

(Kratz y Myers, 1955).

La nitrito reductasa de N. muscorum e€s un enzima
adaptativo, que se reprime nutricionalmente por amonio, pro-
ducto final del sistema asimilatorio reductor de nitrato, al

igual que ocurre con la nitrato reductasa de la misma ciano-



bacteria (Ortega, 1977). Este compdrtamiento es similar al
observado en otra cianobacteria, Anacystisknidulans (Guerre-
ro et al., 1974). Sin embargo, en Anabaena cylindrica (Ohmo -
ri y Hattori, 1970), se ha visto que el nitrato, inductor de
la nitrato reductasa, no es efectivo para la induccién de la
nitrito reductasa, que depende de la concentracién de nitri-
to en el medio de cultivo. En N.muscorum, el nivel de activi
dad nitrito reducfasa es mayor cuando 1és célulaé estén cul-
~ tivadas en presencia de nitrato que de nitrito, 6 nitrégeno
molecular, indicando que el nitrato, aunque no -es un induc-
tor especifico de la sintesis del enzima, es la fuente de ni
trégeno mds adecuada para que ésta se produzca. Esto es simi
lar a lo que ocurre con la nitrato reductasa del mismo orga--
nismo (Ortega, 1977), asi como de otras cianobacterias (Ste-

vens y Van Baalen, 1974; Manzano et al., 1976)f

Cuando se elimina el represor del medio dg cultivo
tiene lugar ia sintesis de novo del enzima, que alcanza un
midximo de actividad a las 5-6 h aproximadamente (Fig. 2) que
es estable durante varios dias. En ausencia de fuente de ni-
"trégeno combinado en el medio de cultivo, tiene lugar.la sin
tesis del enzima, al contrario de lo que ocurre en Anabaena

cylindrica (Ohmori y Hattori, 1970), organismo en que la acti
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vidad de los enzimas del sistema reductor de nitrato se en-
cuentra a niveles muy bajos cuando las células estdn culti-

vadas en nitrégeno molecular.

Mientras que la nitrato reductasa de N. muscorum
se ha encoﬁtrado asociada a particulas (Ortega et al., 1976),
al igual que ocurre en otras cianobacterias.como A. cylindri
" ca y A. nidulans (Hattori y Myers, 1965, 1966, 1967; Hattori
y Uesugi, 1968a,b; Guerrero et al., 1974; Manzano-et al.,
‘1976), la nitrito reductasa de N. muscorum se encuentra en
forma soluble, sin unir a parti¢u1as subCelulares,‘cualquie—
ra que sea el método de rotura de 1as‘¢é1ulé$ empieado (Ta-
blas II y III). En 4. ecylindrica (Hatfori y MYers, 1965,.
1966, 1967; Hattori y Uesugi, 1968a,b) se han obtehidq resul
tados similares, mientras que en,A.,nidﬁZans la nitrato re -
ductasa se encuentra asociada a particu1as subcelulares y es
neéesario un prolongado tratamiento de disrupcién para obte-
nerla en forma soluble (Guerrero et al., 1974; Manzano et

al., 1976).

Se ha puesto a punto un método de purificacién para
la nitrito reductasa de N. muscorum, que ha permitido conse-

guir preparaciones con una actividad especifica de 21,45 uni
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dades por miligramo de proteina con una recuperacién del 15%,
lo que supone una purificacién de 763 veces con respecto al
extracto crudo (Tabla IV), estimidndose que la pureza de la
preparacién es del 50% aproximadamente. Esto supone un con-
siderable avance en cuanto a purificacién de nitrito reduc-
‘tasas de cianobacterias se refiere, ya que las descritas
hasta ahora son muy preliminares, habiéndose resefiado s&lo
una purificacién de 40 veces en 4. cylindrica con un-rendi—
miento del 20% (Hattori y Uesugi, 1968a), y una purificacién
de 30 veces en A. nidulans (Manzano, 1977). El método de pu
rificacién para la nitrito reductasa de N. muscorqm descri-
to en el presente trabajo incluye como pasos fundamentales

la cromatografia de intercambio aniénico»y.la cromatografia
de exclusién molecular, técnicas derprobada efiéacia en la
purificacién de la nitrito reductasa de otros prganismos fo

tosintéticos (Vega y Kamin, 1977).

Hasta ahora, se ha logrado purificaf hasta homoge
neidad de la ferredoxina-nitrito reductasa de algas como
Chlorella fusca (Zumft, 1972) Vy Porphyra yez'o»e.nsi‘si' (Ho et
al., 1976) y de plantas superiores como espinaca (Cidrdenas
et al., 1972a; Shimizu y Tamura, 1974) y calabazas (Cdrdenas

et al., 1972b; Hucklesby et al., 1976). En cuanto a la nitri



to reductasa asimilatoria de organismos no fotosintéticos,
se ha purificado hasta homogeneidad el enzima de hongos co
mo Neurospora crassa (Greenbaum et al., 1978) y de bacte -
rias como Achromobacter fischeri (Husain y Sadana, 1972;
Prakash y Sadana, 1972, 1973) y Escherichia coli (Coleman
et al., 1978)._ |

La purificacidn de la nitrito reductasa de V.
muscorum presenta serias dificultades, que se pueden resu-

mir asi:

1) E1 pfotoplésmé de 1as‘cian§bacterias contiene por térmi-
no medio 50% de pfoteinas, 30% de carbohidratos, 5% de lipi
dos y 15% de cenizas del peso seco‘(Fogg et al., 1973),
siendé este contenido en‘proteinas mucho mayor que el que
se encuentra‘en’algés,'plantas superiores, hongos y bacte-
rias., Por otra parte, las ficobiliproteinas pueden llegar

a suponer més del 60% de la proteina soluble total (Bogard,
1975), representando la nitrito reductasa s6lo un porcenta-
je minimo dellas proteinas solubles. Dentro de las ficobili
proteinas Qué se dan en cianobacterias (c-ficocianina, c-fi
coeritrina ylalofiCOcianina),.la c-ficocianina es la mias
\abundante, llegando a representar usualmente al menos el

90% en peso de 1las ficobiliproteinas (Lemasson et al.,1973).



2) Todas las ficocianinas (excepto algunas aloficocianinas)
y ficoeritrinas examinadas hasta el momento, se han encon -
trado que estan compuestas de dos diferentes subunidades po

lipéptidicas, o y B, de distinto peso molecular. Estas sub-

unidades ao(ligera: 10 19,7 - 103 D) y B (pesada: 14 -

- 22,2 - 103 D) se asocian entre si y forman agregados moig
culares de distinto nlimero de elementos y de distinto tama-
fio (Bogorad, 1975; Rudiger, 1975). Para la c-ficocianina,
se ha mostrado en Plectonema calothricoides (Berns y Ed-
wards, 1965) que existe en cuafro formas estructurales dife
rentes: mondmero (a,B), trimero (as, 83), hexamero (a383) y
dodecamero (a666) que estian generalmente en equilibrio. El
hexamero tiene un peso molecular de 200.000 D y es probable
mente la especie predominante Zn vivo. En general, el valor
de pH del medio, la fuerza idnica y la concentracidn de pro
_ teina en el medio afectan al estado de agregacidén de las fi
-cobiliproteinas (6 hHocha, i965; Bogorad, 1975). Esto se
traduce en que las ficobiliproteinas pueden presentar for-
mas de distinto peso molecular y de distinta carga neta que

se disocian facilmente seglin las condiciones variables de

fuerza idnica y concentracidén de proteinas.

Finalmente, es interesante destacar que sSe ha

~intentado en este trabajo la utilizacidén de la cromatografia



de afinidad con ferredoxina-BrCN-Sefarosa como etapa basica
para la purificacidén de la nitrito reductasa de N. muscorum.
El enzima parcialmente purificado (Ffaccién 3) no se adsorbe
a la ferredoxina-BrCN-Sefarosa empaquetada en una columna de
2x9 cm, equilibrada con tampdn de Tris-C1H 50 mM, pH 7,5

(* S,04Na, 30 mM). Es posible que la elevada concentracidn
de proteina en la preparacidn enzimidtica pueda ;ransferir
con ia adsorcidén a la matriz del gel de la nitrito reducta-
Sa.’También es posible que las condiciones de pH y fuerza
idnica en que'se ha realizado la filtracidén 6 las caracte-
fisficas’del gel mepleado no sean las adecuadas, pudiendo
ser necesario el empleo de espaciadores o bien el uso de un
gel eﬁ el que la ferredoxina esté& unida a la matriz de Sefa

Tosa por el grupo carboxilo por ejemplo, en vez de pof el

. grupo amino. Por todo lo dicho anteriormente, no se descar

tan las posibilidades de este método para la purificacién
de la nitrito reductasa de N. muscorum, método que ha sido
utilizado con éxito para la purificacidén hasta homogeneidad
de 1g nitrito reductasa de espinaca (Ida et al., 1976) y

de otros enzimas dependientes de ferredoxina en lé ciano-
Vbacteria A. nidulans, como son la nitrato reductasa f la

NADP-reductasa (Manzano et al., 1978).



Existen profundas diferencias entre la nitrito
reductasa de organismos‘fotosintéticos y no fotosintéticos
(ver Tabla XIII, pigina siguiente), por ello presenta mu -
cho interés el estudio de la nitrito reductasa de cianobac
terias, que por una parte son organismos procaridticos y
por otra organismos fotosintéticoé, ocupando un estudio in
termedio en la escala evolutiva, entre bacterias y algas

fotosintéticas.

La nitrito reductasa de N. muscorum se diferen
cia notablemente del eqzimé presenpé'en_organismos no foto
sintéticos, porque es incapaz de utilizar los piridin nu -
cledtidos reducidos éomo dohadores ihmediatos de electro -
nes y en cambio se asemeja a 1as‘nitrito reductasas de or-
ganismos verdes en que utiliza como donador de electrones
la ferredoxina reducida; bien‘quimicamente con‘ditionito,
o- bien por procedimientos mids fisioldgicos como la reduc -
cién enzimética por el sistema NADPH-NADP reductasa o la
reduccién fotosintética por,medio de particulas de esta
cianobacteria.vEl enzima de ¥. muscorum puede utilizar co-
mo transportador de electrones tanto la ferredoxina del
prppio organismo como la ferredoxina dé espinaca aunque la

primera se muestra mids eficaz. Esto esti de acuerdo con lo



Tabla XITI

'COMPARACION DE LA NITRITO REDUCTASA DE Nostoc muscorum CON OTRAS NITRITO REDUCTASAS PURIFICADAS HASTA HOMOGENEIDAD

Organismos Eucariéticos

" Organismos procariéticos

Espinaéaa CalﬂbazaB Chlorella fuaoac Neurospora crassa Nostoc® Eaaherichiaf Achromobacter?
i : ) mugcorum col? Figchert
Peso molecular 61.000-. 63.000 63.000 290.000 52.000 190,000 95.000
coef. de sed.(S) 4,26 4,90 N.D. 9,40 4,07 8,5-9,5 5,25
radio de Stokes (A) - 33,5 N.D. N.D. . 76,0 30,9 N.D. 34,9
Donador fisiolbgico .
. .de electrones . . Fd. .. Fd S Fd NAD (P)H Fd NADH NAD (P)H
© Actividad especf{fi~
ca (U/mg) 108 84 52 27 .21 1,7 150
Baﬁda Soret de .
absorcién (nm) 386 384 384 390 4107 - 409
Grupos prostéticos
Flavina - - - + - + +
(Fe-S) + + 1 + + - -
Hemo - Sirohemo. Sirohemo + Sirchemo + - Citocromo ¢

N.D. No determinado;'aVéga y Kamin, 1977; bCérdenas et'al., 1972; Hucklesby et él.; 1976; ®Zumft,

1972; dLafferty y Ga-

- rrett, 1974; Vega et al., 1975; Greenbaum et al., 1978; “Este trabajo; fcoleman et al., 1978; YPrakash y Sadana, 1972

d



mostrado por Mitsui y Arnon (1971), que sefialaron que las
caracteristicas de la ferredoxina de Nostoe sp. eran simi-

lares a las de la ferredoxina de cloroplastos.

El ditionito no funciona como donador directo
de electrones para la nitrito reductasa de N. muscorum, al
contrario de lo que ocurre en el enzima de AzotoEacter
chroococcum (Vega et al., 1973), El enzima de N. muscorum
no puéde'ﬁtilizar flavin;nucleétidos reducidos como dona-
‘dores de electrones, al igual que ocurre con otras nitri-
to reductasas de organismos fotosintéticos. En cambio, 1los
viplégenos reducidos con ditionito, y particularmente el
metil Violégeno, son donadores muy eficaces de electrones
. para el enzima, cémo también ocﬁrre en otros organismos
fotosintéticos, y son los que se emplean normalmente en el
ensayo de rutina de esta actividad enzimatica. En 4. eylin-
drica, los resultados obtenidos son similares, habiéndose
éomprobado que la ferredoxina, el metil (6 bencil) vildge-
no 'y el diquat pueden servir de mediadores entre el NADPH
o el ditiénito y el enzima (Hattori y Myers, 1966; Hattori
y Uesugi, 1968a). La nitrito reductasa de A. nidulans tam;
vbién se comporta de fdrma similar a este respecto\(Manzano,

1977).
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En N. muscorum no ha sido posible aislar a par-
tir de cé€lulas cultivadas en condiciones deficientes de hie
rro una proteina de caracteristicas similares a la fitofla-
vina, observédndose finicamente que el efecto de estas condi-
ciones se traducia en la extraccidén de las cé&lulas de‘nive-
les muy bajos de ferredoxina, pero sin que apareciera ningu
na flavoproteina de las caracteristicas de la fitoflavina,
que como se ha dicho anteriormente sustituye eficazmente a
la ferredoxina como donador de electrones de ia nitrito re-

ductasa de A. nidulans (cfr. Introduccidn).

En 1la cianobacteriavA;vcyliﬁdrica_sé ha demos -
trado la fotorreduccidn de nitrito debendiente ae ferredoxi
na con ascorbato y DPIP (Hattori y Uesugi,v1968b) utilizan-
- do una preparacién de nitrito reductasa.purificada 40vve¢es
(Hattori y Uesugi, 1968a) y particulas de la cianobacteria.
. En el presente trabajo se ha demostrado que en N. muscorum
se fotorreduce el nitrito en presen;ié de ferredoxina, uti-
lizando particulas fotosintéticas que llevan asociadas acti
vidad de fotosistemas I y II y una preﬁéracién~cruda de ni-
trito reductasa, que en esta cianbbactefig Se .encuentra en
forma soluble. Por otra parte, la ferredoxina reducida enzi
méticamente con el sistema NADPH-NADP reductasa de N; musco

rum también sirve como donador de electrones para la nitri-



to reductasa de este organismo, siendo precisa la adicidn
de un sistema regenerante de NADPH (g6P, G6PDH y NADP+),
manteniéndose la reduccidén lineal de nitrito como ﬁinimo
durante una hora. En 4. cylindrica (Hattori y Myers, 1966),
se mostré que habia una especificidad para el NADPH (debi-
do a la piridin nucledtido reductasa) en la reduccidn de
nitrito dependiente de ferredoxina por extractos crudos. Al
igual que en el caso de N. muscorum, para mantener una re -
duccién 1inea1’dewnitfito era preciso la adicién.de un sis-
‘tema regenerante de NADPH. Al afiadir NADPH s6lo, la reac -
cibén se paraba brdnto,'aunque quedara mucho NADPH sin oxi-
dar en la me;cla de reaccidon. Estos autores concluyeron que
este'fenéﬁeno se.deBe a que una véz que se ha gastado parté
del NADPH aﬁadido, el potenciai del par NADP/NADPH no es 1lo

suficientemente negativo como para reducir la ferredoxina.

- Contrariamente a lo observado con preparaciones
crudas de ehzima, la nitrito reductasa de N. muscorum puri-
ficada 763 veces, que presenta una alta actividad de reduc-
Cién de nitrito utilizando ferredoxina reducida con ditioni
to, no es cépaz de mantener esta actividad con ferredoxina
reducida fotosintética (Tabla VII) & enziméticamente con

NADPH y NADP-reductasa (Tabla VIII). Esto puede deberse a



que el enzima haya sufrido alguna modificacidén durante la
purificacidn que afecte a su capacidad para conectar con
la ferredoxina reducida enzimatica o fotosintéticamente.
La nitrato reductasa de 4. cylindrica sin purificar acep-
ta electrones del NADPH via ferredoxina (Hattori y Uesugi,
1968b), sin embargo, el enzima purificado no acepta los.
electrones desde NADPH en presencia de ferredoxina y NADP-
reductasa ni de la ferredoxina reducida con ditionito
(Hattori, 1970). Estos autores concluyeron que algﬁn
transportador de electrones desconocido que media la
'transfefencia desde la ferredoxina reducida hasta,la‘nif
trato reductasa estid presente en la preparacidn sin puri-
ficar (particulada) pero se pierde o inactiva duranté el

proceso desolubilizacidn y/6 purificacidn.

Los distintos sistemas donadores de electrones
con posibilidad de conectar-con la nitrito reductasa de

N. muscorum se resumen en el esquema siguiente:
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La cinética de la actividad MVH—nitrito.reductg
sa de N. muscorum es lineal con respecto al tiempoqur lo
menos du;ante 15 min, tanto si se utiiizan preparaciones en
ziméticas crudas como purificadas} Este comportamiénto es
similar al de las nitrito reductasas parcialmente purifica-
das de A. cylindrica (Hattori y Uesugi, 1968a) y de A; nidu
lans (Manzano, 1977) y distinto del de la nitrito reductasa
particulada de A. nidulans, que s6lo mantiene una reduccién
lineal de nitrito durante el primer minuto de la reaccibn,

al cabo del cual 8sta se para.



La nitrito reductasa purificada de N. muscorum
cataliza la reduccidn completa de nitrito a amoniaco, sin
la acumulacidn de.productos nitrogenados de ntmero redox
intermedio. La estequiometria de 1la reaccidn es de una mo-
lécula de amoniaco formado por cada molécula de nitrito de
saparecido (Tabla VI), lo que es caracteristico de las ni-
trito reductasas asimilatorias, donde sdlamente el amonia-
co es el producto de la reaccidén., Se puede desechar por
tanto la idea propuesta por Hattori (1962) de que en la re
duccidn asimilatoria de nitrito a amoniaco se formaba hi -

droxilamina como compuesto intermedio.

La Ky para el nitrito de la nitrito reductasa
de N. muscorum utilizando ferredoxina o metil violdgeno re
ducido con ditionito como donadores es de 0,113 nM, valor
que es similar al encontrado (0;1 - 0,6 mM) para el enzima
de espinaca, maiz y Dulantiella tertioleétg (Vega et al.,
1979), y ligeramente superior a 50 yM y 73 uM, valores en
contrados para los enzimas de A. cylindrica (Hattori y Ue
sugi, 1968a) y A. nidulans (Manzano, 1977), respectivamen
te. También se han encontrado Valofes excepcionalmente al

tos: 2 mM, para el enzima de raices y hojas de cebada

(Bourne y Mifflin, 1973), y 40 mM, para el enzima de hojasv

B



de Citrus (Shaked et al., 1973).

La ky de la nitrito reductasa de ¥. muscorum pa
ra la ferredoxina reducida con ditionito es de 3,4 yM y pa-
ra el metil violdgeno, de 0,14 mM, valores similares a 1los
encontrados por Hattori y Uesugi (1968a) para el enzima de
A. cylindrica, y por Manzano (1977) para el de A. nidulans.
~La nitrito reductasa de espinaca muestra ﬁna Ky para la fe-
rredoxina de 10 a 70 yM (Ramirez et al., 1966; Ho y Tamura,
1973) y para el metil violdgeno, de 70 QM (Ramirez et al.,
1966; Ida y Morita, 1973). a

La interaccidn del sulfito o la hidroxilamina,
ya'seavcomo sustratos o como inhibidores con la molécula de
nitrito reductasa parece ser un fendmeno general e indepen-
diente del tipo de nitrito reductasa de que se trate, ya
sea ferredoxina-nitrito reductasa o NAD(P)H-nitrito reducta
sa, y parece estar relacionada con la parte del enzimé don-
de se encuentra el hemo, como se demuestra por los cambios
~en los espectros de absorcidén o de EPR que tienen lugar al
cafladir estos compuesto a la preparacién énziméfica (Huckles
by y Hewitt, 1970; Vega y Kamin, 1977; Vega et al., 1979).

La nitrito reductasa purificada de N. muscorum no muestra



actividad hidroxilamina reductasa ni sulfito reductasa, al
igual que ocurre en 4. cylindrica (Hattori y Uesugi, 1968a),.
Sin embargo, la hidroxilamina, y en menor extensidn, el sul
fito, son efectivos inhibidores de la nitrito reductasa de
N. muscorum, resultando ser la inhibicidn por hidroxiiamina
de tipo competitivo con respecto al nitrito, con una Ki de

0,57 mM,

Los estudios realizados con inhibidores de la
actividad nitrito reductasa delV. muscorum muestran uﬂa mar
cada senSibilidad.del epiima,al cianuro, un tipico agente
quelante de metales, lo que indica la presencia de algin me
tal en la'molécuia'de la nitrito reductasa. La inhibicidn
observada.pOr_la orto-fenantrolina hace pensar que este me-
tal sea el hierro. Otros agentes quelantes de metales como
el cianatoly la azida no ejercen ningin efecto inhibidor so

bre la actividad MVH-nitrito reductasa de N. muscorum. Este

- comportamiento frente a inhibidores es similar al del enzi-

ma de otros ofganismos, tanto del tipo ferredoxina-nitrito

. reductasa como del tipb'NAD(P)H-nitrito reductasa en que el

cianuro es un potente inhibidor, mientras que la azida y el
cianato no lo son (Cirdenas et al., 1972a; Ho y Tamura,

1973; Rivas et al., 1973; Vega et al., 1975a; Vega y Kamin,

- 1977; Vega et al., 1979), Las nitrito reductasas de 4. .cy-



lyndrica (Hattori y Myers, 19606) y A. nidulans (Manzano, 1977)
también se inhiben fuertemente por ciénuro. Lainhibicidn por

cianuro de la nitrito reductasa de N. muscorum es de tipo com
petitivo con respecto al nitrito, habiéndose encontrado un va
lor de Ki’de 1,4 uM. El1 enzima de Cucurbitd pepo (Cidrdenas et
al.,'1972a) muestra también una inhibicidén por cianuro compe-
titiva con respecto al nitrito, con un valor de Ki parecido

(0,37 uM).

ADe particular interés resulta la inhibicidén de
la nitrité'reductasa’de N. muscorum por CO, En otros'organis;
. mos; se ha demostrado que el CO inhibe las nitrito y sulfito
réduc£asas formando un complejo con el enzima reducido detec
table éspectrofotométricamente, Yy que 1la formacién y disocia
»..cién_del éOmplejo eniima-CO se correlaciona con la inhibi -

vcién 0 la reversidén de la inhibicidn de 1la catélisis de 1la
reducgién de nitrito o sulfito (Siegel et al., 1974; Vega
eﬁ al., 1975a; Vega y Kamin, 1977). La inactivacién de 1la
nitrito redﬁctasa-de N. muscorum con CO requiefe la presen-
cia'ae un_feductor; obteniéndose la maxima inactivacién
cuando el enzima se preincuba con metil violbgeno reducido
méS.CO. Si se afiade ditionito a la mezcla de‘preincubacién

con CO que'contiehe'metil violdégeno reducido, el grado de



inactivacién de 1la nitrito reductasa observado es menor que
en ausencia de ditionito. Este efecto es similar al encon -
trado para el enzima de espinaca por Vega y Kamin (1977), y
parece deberse a que el ditionito en disolucibén produce sul
fito, que probablemente compite con el CO en su unidn al en
zima (Vega et al., 1975a), concluyéndose que el enzima po -
dia formar un complejo con inhibidores como el cianuro y el
sulfito, 6 con el CO, pero no con dos de ellos simultéanea-
mente en la misma molécula. La formacidén del complejo CO-ni
trito reductasa es un procéso reversible (Siegel et al.,
1974; Vegarét al., 1975a; Vega y Kamin, 1977). Cuando la ni
trito reductasa de N. muscorum inactivada por CO se expone
al aire, 1la actividad enzimética‘se recupera gradualmente,

recobrandose el 100% de la actividad inicial.

Por otro lado, la reaccidn de la nitrito reduc-
tasa reducida de V. muséorum con CO es un proceso relativa-
mente lento en comparaciéﬁ con la velocidad de reaccidn que
tienen otras hemoproteinas (hemo ) cuya funcién normal es
interaccionar con el oxigeno, como la citocromo oxidésa,
mioglobina y'hemogiobina, que reaccionan con el CO aproxima
damente‘104 a 105 veces mids rapidamente. Esta pfopiedad la

comparte con proteinas que contienen sirohemo como grupo

prostético como otras nitrito reductasas (Siegel et al.,



1974, Vega et al., 1975&: Vega y Kamin, 1977) y con sulfito
reductasas (Siegel et al., 1973; Murphy et al., 1973,1974a).
Murphy et al., (1974b) han demostrado que la baja velocidad
de reaccidn del CO con el sirohemo unido a la sulfito reduc
tasa de E; coli se debe al microambiente que le proporciona
la cadena polipeptidica y no a la peculiar estructura quimi
ca de dicho grupo, ya que el CO reacciona con el sirohemo
libre 106 veces mis répido que con el sirohemo unido al en-
zima. Es muy probabie, ﬁor tanto, que en la nitrito reducta
sa de N. muscorum se presente también esta barrera estérica
en torno a su grupo heminico que hace que la velocidad de
reaccién del enzima,con el CO sea tan baja, ya que se re -
quiere un minimo dé dos horas para que el enzima se inacti-

ve en un 50%.

En contraste con lo anterior, el CO inhibe total
mente a la nitrito reductasa de Achromobacter. fischeri (Pra-
"kash y Sadéna,:1972) después de cinco minutos de incubacién
con el enzima, en ausencia de reductores. Es importante re-
"saltar que'eSte'ehzima éontiene hemo ¢ como grupo prostéti-
co, a diferencia de 1lo encontrado para las otras nitrito re-

ductasas.



No se ha encontrado en el enzima de N; muscorum
una inhibicidn de la actividad por la adicidn de compues tos
reductores como los piridin nucledtidos reduciaos, el metil
violdgeno redﬁcido 0 la ferredoxina réducida, en contraste
con lo descrito para la NAD(P)H-nitrito réductasa de orga-
nismos no fotosintéticos como bacterias (Kemp y Atkinson,
1966; Vega et al.,, 1973) y hongos como N. crassa (Lafferty
y Garrett, 1974; Vega et al., 197Sb), cuya actividad se in-
hibe por NAD(P)H (+ FAD), | |

E1l pHMB, reactivo tipico de grupos sulfhidrilos,
se ha reportado como inhibidor de diversas nitrito reducta-
sas de tipo asimilatorio: espinaca (Ho y Tamura, 1973; Vega s
y Kamin, 1977), Cucurbita pepo (Creséhell et al., 1965);
Chlorella (Zumft, 1972), Azotobacter chroococcum (Vega et
al., 1973), N. crassa (Lafferty y Garrett, 1974), Skeletone-
ma costatum (Llama et al., 1979), E. coli (Coleman et al.,
1978) y Achromobccter. fischeri (Prakash y Sadana, 1972),
Cuando se preincuba durante unas horas la nitrito reductasa
de plantas superiores con pHMB, el enzima se inactiva irre-
versiblemente, debido a serias alteraciones (degradaciéh)
en su grupo prostético (sirohemo). E1 pHMB no tiene efeéto
inhibidor sobre la nitrito reductasa de 4. muscorum; ni si-

quiera después de incubar el enzima durante seis horas con



pPHMB a una concentracién relativamente alta (1 mM). En 4.
nidulans tampoco se inhibe la nitrito reductasa por pHMB
(Manzano, 1977), pudiendo esto indicar que el enzima de
cianobacterias pfesenta la interesante originalidad de no
poseer_grupos'sulfhidrilos eSépciales pafa la actividad

enzimiatica.

La nitrito reductasa de N. muscorum tiene un pe
so molecular de 52.000 D calCulédo a partir de los valores
de radio de»Stokes y‘coeficiente de sedimentacidn, y de
53.700 D calculado‘porbfiltracién en gel de Sephadex G-150.
El coeficiente dé sediméntaéién, SZO,W’ es de 4,07 S y el
radio de Stokes, a, de 30,9 A Utilizando los datos anterio-
res se ha calculado un coeficiente de friccién relativo de
1,255, valor que es relativamente bajo y que indica una for

ma no muy irregular para la molécula de nitrito reductasa.

Estos datos se aproximan mucho a los de las ni-
trito reductasas de organismoé fotosintéticos. El enzima de
A. nidulans tiene un peso molecular de 68.000 D, determina-
do por filtracién en Sephadex G-200, y el enzima de 4. nidu
lLans tiene un peso molecular de 54.000 D, un coeficiente de

sedimentacidn de 4,6 S y un radio de Stokes de 27,5 R~(Hatto_



ri y Uesugi; 1968a; Manzano, 1977). Andlogamente, la nitrito
reductasa de algas verdes y plantas superiores tiene un peso
molecular de 60.000-63.000 D, coeficiente de sedimentéciﬁn
entre 4,26 - 4,90 S y radio de Stokes (espinaca) de 33,5 A
(Vega et al.;q1979). Por otra parte estos datos son muy dis-
tintos en los encontrados en la nitrito reductasa de organié_
mos no fotosintéticos, 290.000 D, 9,4 S, y 76 R'para el enzi
ma de ¥. crassa (Lafferty y Garrett, 1974), 80.000-95.000 D,
5,25 S y 34,9 Rvpara el de 4. fischeri.(Husain'y Sadana,. |
1972, 1974) y 190.000 Dy 9,0 S para el de E. colz (Colemén'
et al., 1978). El enzima de 4. chroococcum tieng'ﬁn peso mo-

lecular de 67;000 D (Vega et al,, 1973).

En N. muscorum, al igual que en otrds organiémos
previamente’estudiddos (Cardenas et al., 1972c¢; Vgga‘et al.,
1975a), la formacidn de la nitrito reductasa requiere la pre-
sencia de hierro en el medio de cultivo. En WN. érassa, sevhav
puesto‘de'manifiesto (Vega et al., 1975a) que 1lo que‘depende’
de hierro es la porcidén de enzima que cataliza la feduccién
de nitrito per se, mas que aquella responsable de la trans-
ferencia de electrones desde el NADPH hasta el centro reduc

tor de nitrito.



La preparacidn purificada de nitfito reductasa deé
N. muscorum presentaba un ligero color azulado, debido a
impurézas de los pigmentos fotosintéticos caracteristicos
de esta cianobacteria. El espectro de absorcién de esta pre

H

péfacién mostrado en la Fig. 21 y presentarméximos de
absorcién a 280, 340-365 y 615 nm. Ademds se observa un hom
bro a 410 nm, que se hace mis pronunciado -casi un pico a
420 nm- cuando la preparacidn Se reduce con ditionito, que
probablemente corresponde: a la banda Soret de un grupo
crom6foro heminico presente en la preparacién enzimdtica y
que estd asociado con la actividad nitrito reductasa, se-
glin indica el analisis por centrifugacién en gradiente de
‘sacarosa de esta preparacién (Fig. 22). No podemos. estar
seguros de que las longitudes de oﬁda correspondientes a la
banda Soret de. este hemo seén las observadas, ya que coOmo se
puede ver en el espectro la absorcién correspondiente al

hemo en esta zona estid superpuesta con la de los pigmentos

contaminantes.

Las nitrito reductasas de algas y plantas superio-
res presentan espectros de absorcién caracteristicos de he-
moproteinas (Vega et al., 1979). La longitud de onda corres

pondiente a la banda Soret es:por lo general inferior a



400 nm y esté en la zona de 384-390 nm, lo QUe parece ser u-
na‘caracteristiCa'comﬁn en aquellas nitrito reductasas que

tienen sirohemo como grupo prostético. Cuando estos enzimas

se reducen con ditionito la banda Sofet:no se.desplaza hacia
zonas de mayor longitud dé 6nda CVéga y Kamin,1977). Por o-
tra parte, la nitrito redﬁctasa de A. fisaieri(PrakaSh y Sa-
dana, 1972), que tiene hemo ¢ como grupo prostético presenta
un miximo a 409 nm que después de reducir .el enzima se des-

plaza a 420 nm. .

A parpif de nuestros datos se desprende inequivoca-
mente que la nitrito réducfasa de N. muscorum es una hemopro
teina. Para detérminér si €l grupo croméforo de este enzima
es tipo sirohemo o un tipico complejo de hierro con protoporfirina IX,
serd necesario purificar el enzima hasta homogeneidad, extrg 
.er su grupo heminico y estudiarlb espectrofotométricamente.
En cualquier‘caso, el cdmportamiento de la nitrito reductasa
de N. muscorum frente a reactivos tipicos del hemo como son
el cianuro y el CO (inhibicidn, tipo de inhibicién, cinética
de las mismas, etc....) es bastante semejante, segﬁn hemos
dicho anteriormente, al de aquellas nitrito reductasas que

tienen sirohemo como grupo prostético.



Estd bien establecido que, ademads del sirohemo, ia
nitrito reductasa de'plaﬁtas superiores contiene un centro sul
foférrico'por cada grupo sirohemo, como se ha puesto de relie-
Ve‘por estudios de EPR (Aparicio et al., 1975; Stoller et al.,
1977; Vega y Kamin, 1977; Cammack et al., 1978). Los resulta-
dos de este trabajo apuntan a que la nitrito reductasa de WN.
muscorum puede'tener también un éentro sulfoférrico en su mo-
lécula, ya que se ha observado una eétrecha correlacién entre
yla actividad especifica MVH-nitrito reductasa y el contenido
’én sulfuro 14bil por miligramo de protefina de las fracciomes
obtenidas a lo largo del Gltimo paso de purificacidén de 1la

‘nitrito reductasa de este organismo.

Hasta ahora no se ha descritb la posible presen-
cia de agrupacionesrsulfoférricaé en nitrito reductasas de
organismos no fotosintéticos. Los estudios realizados en los
enzimas de A. fischeri (Prakash y Sadana, 1972) y E. colt
(Coleman et al., 1978) han indicado que carecen de este ti-

po de grupo prostético.

Después de este trabajo puede concluirse a modo
de resumen que la nitrito reductasa de la cianobacteria W.

muscorum es una proteina semejante a las nitrito reductasas



<

de organismos fotosintéticos, y muy diferente del enzima de
organismos no fotosintéticos. Las caracteristicas responsa-
bles de esta semejanza se resumen en la Tabla XIII, y pue -

den enumerarse asi:

1. Tamafio molecular y propiedades fisico-quimicas.

2. Especificidad por'ferredoxina como donador fisioldgi-
co de electrones.

3. Grupos prostéticoé;ya‘que contiene hemo y probablemen

te centro sulfoférrico, y carece de flavina.

4. Comportamiento frente a reactivos tipicos de hemo, co
mo el cianuro y el CO, en lo referente a tipo, condi-
ciones y cinéticas de inhibicidn.

Ademds de estas semejanzas seflaladas con los en
zimas de organiSmos»fotOSintéticos, es importante destacar
que en la cianobacteria N. muscorum, un organismo que posee

organizacidn celular procaridtica pero que sin embargo po -

" see un aparato fotosintético de caracteristicas semejantes

a las de las células fotosintéticas eucaribdticas (tienen

"clorofila a y realizan fotosintesis, con desprendimiento de

oxigeno), la nitrito reductasa se asemeja a la presente en
eucariétas, lo que evidencia el caricter ya bien estableci-

do (Losada, 1976; Losada y Guerrero, 1979; Vennesland y, Gue



rrero, 1979) de la intima relacidn de 1a reduccidén de nitri-
to con la fotosintesis, siendo esta relacidn, como indican

algunos autores (Kessler, 1955, 1959; Kessler y Zumft, 1973;
Kulandaivelu et al., 1976) mids estrecha que la que existe en
tre la fotosintesis y la reduccidén de nitrato, destacando po
por ejemplo el hecho de que la nitrato reductasa de N. musco
rum (Ortega, 1977) y otras cianobacterias como A. nidulans

(Manzano, 1977) se asemeja notabiémente avla nitrato reducta
sa asimilatoria de organismos procaridticos (peso molecular,
estabilidad térmica, especificidad por ferredokina como do-

nador de electrones, carencia de una actividad diaforasa de-
pendiente de piridin nucledtidos reducidos), presentando pro
fundas diferencias con la nitrato redﬁctasa de organismos eu
caridticos fotosintéticos, que son complejos enziméticos de

elevado peso molecular, con especificidad por piridin nucled-

tidos reducidos como donadores de electrones (Losada y Guerre-

ro, 1979).

ej_



V. CONCLUSIONES



La nitrito reductasa de Nostoc muscorum es un enzima adap

tativo, cuya sintesis se reprime nutricionalmente por la

presencia de amonio en el medio de cultivo.

La nitrito reductasa de Nostoec muscorum Se encuentra en
el protoplasma en forma soluble, sin unir a particulas

subcelulares.

Se ha conseguido purificar la nitrito reductasa de Nostoc
muscorum 750 veces, con un rendimiento del 15%. La prepa

racidén enzimitica, de actividad especifica 21,45 U/mg_de

~proteina, cataliza la reduccién estequiométrica de nitri

to a amoniaco, sin acumulacién de productos nitraqgenados

de nGmero redox intermedio.

La reduccién de nitrito por Nostoe muécoQum es un proce~
so ligado a la fotosintesis, que suministra el boder re-
ductor a la nitrito reductasa via ferredoxina. En la oscu
ridad, 1é ferredoxina puede ser reducidé pbr el sistema

NADPH-NADP reductasa.

La hidroxilamina y el cianuro inhiben competitivamente

con respecto al nitrito a la nitrito reductasa de Nostoc



muscorum. El enzima, que también se inhibe por orto-fe

‘nantrolina, es insensible al pHMB. Por otra parte, el

CO inhibe al enzima- pero requiere la presenc1a simulti

nea de un reductor. chha 1nh1b1c1on se - puede revertir

por ox1genac1on,del enzima inactivo.

~La nitrito reductasa de Nostoec muscorum es una ferropro-

teina de 52.000 D de peso molecular que contiene un cro

méforo de tipo heminico, probablemente sirohemo,como gru

po prostético. Porlotra parte,se ha detectado en la pre-

paracidn en21mét1ca sulfuro 14bil, que es indicativo de
la probable presenc1a de un centro sulfoférrico en la mo

lécula delvenz;ma. .

La n1tr1to reductasa de la cianobacteria Nostoc mugcorum
es muy semeJante al enzima de organismos fot051ntét1cos

eucaribéticos, y presenta diferencias esnc;ales con’el en
zima de organismos‘procariéticos y eucarifticos no foto-

sintéticos.
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