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La importancia biolégica:del nitrdgeno radica en que
entra a formar parte destacada de sustancias claves de la
materia viva, como son las protefinas, los &dcidos nucléicos
y ciertos coenzimas y metabolitos.

En la naturaleza, el nitrdgeno se encuentra fundamental-
mente en su estado molecular, en forma gaseosa, siendo el
componente mds importante, desde el punto de vista cuantita-
tivo, de la atmdsfera. Este nitrégeno pierde su caridcter ga-
seoso bien por fijacién biolégica, o por reacciones puramen-
te quImicas;‘

La fijacidén biolégica -que produce 175 millones de tone-
iadas métricas al afio- constituye los dos tercios dellnitfé—
geno total fijado en nuestro planeta, mientras que la fija-
cién industrial.-concretamente en la sintesis quimica de fer-:
tilizantes- aporta 44 millones de toneladés métricas por afio
Y por ﬁitimo, la fijacidén quimica espontinea -debida a la
fdrmacién de 6xidos de nitrégeno producidos por radiaciones
ultravioletas, combustiones y descargas eléctricas- da lugar
a 40 millones de toneladas métricas anuales(Burns y Hardy,
- 1975).

Es muy reducido el nfimero de organismos que son capaces
de fijéf difectamente el ﬁitrégeno atmosférico. Entre ellos

se encuentran algunas bacterias -bien de vida libre, como

los géneros Clostridium, Klebsiella, Chromatium, Azotobacter
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y Chloropseudomonas, bien en asociacidén simbibtica, como
el género Rhizobium y la mayor parte de las algas verde-

azuladas, como son Nostoc y Anabaena entre otras.

Estos organismos fijaddres reducen el nitrdgeno desde
su estado neutro molecular al estado de idn amonio, que
utilizardn posteriormente para la sintesis de su material
celular. Este ién amonio es posteriormente liberado como
consecuencia de 1la degradaciénkde estos organismos, lo que
supone un aporte gue continuamente renueva las disponibi-
lidades de este elemento en los suelos, que soportan la
vida vegetal de nuestro planeta.

Sin embargo, la mayor parte del nitrdgeno presente en
los suelos se encuentra en forma de nitrato. Esto es debi-
do al caricter aerdbico de la capa superficial de los mis-

mos, donde dos génercs de bacterias, Nitrosomonas y Nitro-

bacter, por el proceso bioldgico de 1la nitrificacidn,oxidan
el 16n amonio hasta nitrato, obteniendo asi la energia ne-
cesaria para sus procesos vitales.

Por ésto, a excepcién de los organismos capaces de fi-
jar directamente el nitrdgeno de la atmdsfera, todas las
 formas de Vida dependen en Gltima instancia de aquellos
organismos que son capaces de asimilar el nitrato, funda;

mentalmente las algas verdes y plantas superiores.
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De hecho, no se produce en los suelos la acumulacidn
de compuestos oxidados de nitrégeno, que por su caradcter,
soluble podrian constituir una de las principales fuentes
de contaminacidn de las aguas. Ademds de la asimilacidn
del nitrato por las distintas formas vegetales, en las ca
pas profundas del sueio y por tanto en condiciones anae-
rdbicas, otro tipo de microorganismos, las bacterias deni
trificantes, son capaces de utilizar el oxigeno de estos
compuestos nitrogenados como aceptor dGltimo de electrones,
devolviendo a la atmésfera el nitrégeno en su estado mole-
cular.

El conjunto de estas reacciones es responsable del man
tenimiento del equilibrio del nitrégeno en la naturaleza.

La reaccidén asimilatoria del nitrato a amoniaco ha si-
do objeto de especial atencidn pér los bioquimicos de to-
das las épocas. Meyer y Schulze,en 1894, propusieron que
esta reduccidén ocurria en cuatro pasos distihtos, en cada
uno de los cuales se transferirian dos electrones al sus-

trato segin el siguiente esquema:

28 2e 2e 2e”
N03 >‘N02 > (NOH) ——> NHZOH —3> NH

3

Los enzimas que intervendrian en estos pasos son ni-

trato, nitrito, hiponitrito e hidroxilamina reductasas.
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Sin embargo, estudios realizados durante los Gltimos
afios- han probado que esta via incluye solamente dos eta-
pas catalizadas en serie poY¥ dos metaloenzimas: nitrato y
nitrito reductasas (Beevers y Hageman, 1969; Hewit, 1975;

Losada, 1976), siendo actualmente aceptado el siguiente

esquema:
. 2e ) 6e”
NO3 Rasa NO._Rasa

2

La fuente de electrones para que tenga lugar esta
reaccidn puede ser de muy diversa naturaleza dependiendo
del tipo de organismo que la realice. En el caso de los
organismos fotosintéticos estd demostrado que son los
electrones del agua los que intervienen en este proceso.

El enzima que cataliza la reduccidén de nitrato a ni-
trito, la nitrato reductasa, en algas verde-azuladas (Hatto
ri y Vesugi, 1968; Manzano et al., 1976) y bacterias (Gue-

» rrero et al., 1973; Chiba e Ishimoto, 1975; Tortolero et al.,
1975) presenta un peso molecular de aproximadamente 100.000
daltons y contiene molibdeno como grupo prostético. Las fe-
rredoxinas, sulfoferroproteinaé solubles con potencial de

’ -6xido¥reduccién fuertemente electronegativo, actuan en este .

caso como donadores naturales de electrones.
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La nitrato reductasa_  de hongos, algas verdes y plan-
tas superiores es un complejo enzimdtico que utiliza los.
piridin-nucleétidos reducidos como donadores de electrones.
Dependiendo de su origen, el peso molecular varia desde
160.000 daltons para el enzima de maiz (Hageman y Huckles---

by, 1971) a 230.000 para el de Neurospora crassa (Garfet y

Nason, 1969) y 500.000 en Chlorella fusca (Zumft, 1970) vy

espinaca (Aparicio, 1971). En la transferencia de electro-.
nes desde el NAD(P)H hasta el nitrato, catalizada por la
nitrato reductasa de estos organismos, actuan secuencial-
mente dos actividades enzimidticas diferentes. La primera-
es una diaforasa que contiene FAD como grupo prostético y
la segunda es la molibdoproteina nitrato reductasa termi-
nal, o nitrato reductasa propiamente dicha.
Recientemente se ha conseguido la purificacién hasta

homogeneidad del complejo enzimidtico de Chlorella vulgaris -

(Solomonson et al., 1975). Se ha probado la existencia de,
al menos, dos moléculas de FAD, dos grupos heminicos y dos
dtomos de molibdeno por cada molécula de enzima. No han
podido ser detectados sulfuros 1ldbiles ni hierro no hemini
co. Estos autorés, a partir de un radio de Stokes para es-
ta proteina de 89 &, han determinado un peso molecular de

356.000 daltons para el enzima nativo, que estd a su vez
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formado por tres subunidades. Los agrupamientos heminicos
se han identificado como citocromo ESSS’ demostriandose su
intervencidén activa en la cadena de transporte electrdéni-
co.

Las dos porciones de la nitrato reductasa de algas ver
des, hongos y plantas superiores pueden ensayarse indepen-
dientemente y responden de forma especifica a diferentes
tratamientos e inhibidores.

Asi, la mitad diaforasa toma ios electrones de los pi-
fidin—nucleétidos reducidos y puede cederlos a diversos
aceptores oxidados, tales como ferricianuro, DPIP y citocro
mo ¢ (Paneque y Losada, 1966; Paneque et al., 1968; Apari-
cib, 1971) . Por su parte, la nitrato reductasa terminal
acepta los electrones o bien de 1la diaforasa, o de diver-
sos donadores como las flavinas y violdgenos reducidos
(Losada et al., 1969).

La incubacién del enzima a 45°C durante cinco minutos
~da lugar a la desaparicidn de la actividad diaforasa sin
que la terminal se afecte en absoluto. Idéntico efecto se
ICOnsigue por tratamiento con reactivos especificos del
.grupo sulfhidrilo como el p-mercuribenzoato. El tratamien-
to térmico no tiene efecto si se realiza en presencia de

concentraciones cataliticas de FAD, grupo prostético del
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enzima. Asimismo el NADH, en algas verdes y plantas supe-
riores donador especifico de la diaforasa, evita su inac-
tivacidén por reactivos del grupo sulfhidrilo (Losada et al.,
1969; Relimpio et al., 1971; Vega et al., 1972; Barea et al.,
1975).

Por su parte, la actividad terminal es potentemente in-
hibida por cianuro, cianato, azida y carbamil-fosfato que dan
lugar a una inhibicidn competitiva respecto al nitrato (Vega
et al., 1972). No obstante, cuando el cianuro se une al'en-
zima previamente reducido, la unidén se hace ~'mids fuerte y la
inhibicidén pasa a ser no competitiva (Relimpio et al., 1971;
Vega et al., 1972; Moreno et al., 1972; Barea et al., 1975).

La nitrato reductasa ha sido descrita como un enzima
interconvertible que se encuentra sometido a un mecanismo
de regulacidén re-dox (Losada,1973). Esta regulacidn se rea-
liza especificamente en la segunda mitad del complejo, que
cétaliia la etapa final de la reduccidén del nitrato. El en-
zima puede existir en dos formas, una activa y otra inactiva,
siendo ambas especies metabdlicamente interconvertibles: la-
forma activa se inactiva por reduccién y la forma inactiva
.se activa por oxidacidn.

El fendmeno de la interconversién del enzima se descu-

bribé en algas verdes. La adicién de amonio a un cultivo de
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Chlorella (Losada et al., 1970; Maldonado et al., 1973) o

Chlamydomonas (Herrera et al., 1972; Losada et al., 1973)
creciendo aerdbicamente en presencia de nitrato, produjo
la radpida inactivacidén de la nitrato reductasa terminal sin
afectar en absoluto a la diaforasa. Al eliminar el amonio
del medio de cultivo se consiguid en poco tiempo la reacti-
vacidén del enzima. Semejantes resultados se obtuvieron en

el caso del alga termofilica aciddfila Cyanidium caldarium

(Rigano, 1971).

En experimentos similares, la adicidén de arseniato al
medio de cultivo provocd la inactivacidén de la nitrato re-
ductasa.

Estd establecido que tanto el amonio como el arseniato,
aunque por mecanismos diferentes, son dos efectivos desaco
plantes del flujo fotosintético de electrones (Losada y
Arnon; 1963) . Por otro lado estd bien establecido que el
- flujo fotosintético de electrones aumenta cuando se encuen
tra desacoplado, provocando la acumulacidén de poder reduc-
tor y ADP en la célula. Estos datos apoyan la idea de que
la inactivacidn del enzima se produce in vivo por sobrerre-
duccidn de 1la pfoteina.

La anterior interpretacidn esti de acuerdo con el hecho
de que las condiciones‘que favorecian la acumulacién en la

célula de poder reductor, como.es la anaerobiosis, produje-
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ran la inactivacién de 1la nitrato reductasa. Por otro lado,
la adicién al cultivo de células de menadiona o DCMU, com
puestos que -impiden la reduccidén fotosintética de los pi-
ridin-nucledtidos, evitaba la inactivacidén in vivo del enzi
ma.

La existencia de un mecanismo de regulacidén dependiente
del nivel re-dox de la célula es corroborada por el hecho
de que en todos los casos anteriores el enzima inactivado
in vivo,Qse reactiva in vitro por la aécién de un efectivo
agente oxidante como es el ferricianuro.

La interconversién de la nitrato reductasa ha sido estu-

diada eni otros organismos; en bacterias, como Azotobacter

chroococcum (Guerrero et al., 1973; Vega et al., 1973) y

Nitrobacter agilis (Herrera y Nicholas, 1974), en hongos

(Subramanian y Sorger, 1972; Garfet y Greenbaum,1973; Wal-
lace, 1974) y plantas superiores (Castillo et al., 1975;
Orebamjo Y Stewart, 1975). En todos los casos, el nivel de
poder reductor intracelular era un factor decisivo en 1la
regulacidén de este enzima.

También se puede inactivar el enzima in vitro por incu
bacidn con reductores fisioldgicos, como los piridin-nucled
‘tidos reducidos, siendo el proceso reversible por tratamieg
to con ferricianuro. La inactivacién se potencia especial-
~mente si-la incubacidn con piridin-nucledtidos se realiza
en presencia de cianuro (Relimpio et al., 1971; Vega et al.,

1972; Moreno et al., 1972).
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El grupo de Vennesland ha detectado cantidades catali-
ticas de cianuro, al parecer equimoleculares con el enzima,
en la nitrato reductasa de Chlorella, que obtienen de este
organismo en su forma inactiva (Siegfrieg et al., 1974).
Como en sus condiciones, in vitro, la intensidad de la inac
tivacidén era proporcional a la cantidad de cianuro unida al
enzima previamente reducido, concluyeron que la adicidn de
amonio a un cultivo de células da lugar, por una via alin no
establecida, a cianuro que jugaria un importante papel . como
agente inactivante (Lorimer et'al., 1974) . Para este grupo,
por tanto, el cianuro juega un papel clave en la regulacidn
de 1la nitrato reductasa de algas verdes,., Sin embargo, estos
autores no han podido demostrar la biosintesis de cianuro
por estos organismos.

Mientras que el proceso de iﬁactivacién, tanto in vivo
como in vitro, de la nitrato reductasa de algas verdes y
plahtas:superiores, esta sb6lidamente documentado, el meca-
nismo fisiolégico de reactivacidén permanece atin por eluci-
dar. Estd, sin embargo, perfectamente establecido que la
reactivacién del enzima se debe-a la oxidacidén de la protei
na, hecho que se consigue in vitro al incubarla con ferri-.
‘cianuro. En este trabajo, se establece que la luz azul, al

actuar directamente sobre la forma inactiva de l1la nitrato
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reductasa, es capaz de provocar su fototransformacién en

la forma activa del enzima.

La luz solar es la fuente bdsica de energia de la que
depende la vida en nuestro planeta.

Esta dependencia radica especialmente en el proceéo de
la fotosintesis, en el cual la luz suministra la energia
necesaria para la produccidén, a partir de sustancias oxi-
dadas y pobres en energia, de las moléculas orgidnicas ca-
racteristicas de los oréanismos vivos.

Estos compuestos constituyen los nutrientes que, para
completar su ciclo vital, requieren los organismos no foto
sintéticos que de este modo son totalmente dependientes de
la energia solar y de los organismos que la utilizan.

Lo qﬁe se entiende por luz es la fraccidn de energia
radiante que es sensible al ojo humano. Mientras que la ra
diacidn energética que llena el universo presenta un ampli-

simo espectro, de 107°

cm de longitud de onda para los ra-

" yos y hasta kildmetros en las ondas de la radio, la fraccidn
de luz visible abarca solamente desde 380 a 760 nm. Es por
otro lado muy ndtable que todos los procesos fotobioldgicos
se realicen con luz de una longitud de onda preferentemente

- limitada a este pequefio intervalo. Hay que destacar ademis.

que la mayor parte de la energia radiante emitida por el sol
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estd comprendida en este estrecho margen dé longitudes de
onda. La germinacidn, floracién, fructificacidn y orienta
cién de las plantas hacia la luz, todos los tipos de foto
sintesis y otros procesos como la visién de los animales
4 el tipo especial de fotofosforilacién realizada por el

género Halobacterium, son impulsados y regulados por la

luz visible.

La luz puede intervenir de dos formas en los diferen-
tes procesos bioldgicos: suministrando la energia necesa-
ria para que la reaccidn se lleve a cabo, o actuando de
agente modulador, regulando la intensidad con la que el
proceso se realiza.

En la fotosintesis son las luces rojaky azul las que
suministran el poder energético necesario para desencade-
nar el proceso, al ser absorbidaé por unos pigmentos alta
mente especializados: clorofilas y carotenos.

Se han descrito ﬁltimamehte'gran cantidad de procesos
regulados por la luz roja al interconvertir una sustancia
extraordinariamente extendida en el reino vegetal: el fito
cromo, que presenta una fraccidn protéica y un grupo pros-
tético policiclico y que puede estar en su forma activa o
en su forma inactiva dependiendo de la longitud de onda de

la luz roja que incida sobre €1, seglin el esquema:



. hve 70
P670 (inact.) m— > P730 (act.)
‘\\\ Y730 ///
oscuridad

El estado, activo o inactivo, del fitocromo, que esta
modulado por la luz roja regﬁla procesos tan diferentes co
mo germinacidn, floracidn, furctificacidn, movimiento de or
gdnulos intracelulares, sintesis y tranéporte de hormonés,
control de actividades enzimdticas y cambios en la permea-
bilidad de las membranas (Briggs y Rice, 1972).

'También la luz azul es un agente regulador de muy dife
rentes respuestas. Warburg et al., (1954) demostraron que
para obtener un alto rendimiento en fotosintesis se necesi-
‘taban cantidades cataliticas de luz azul.

Posteriormente se observd el efecto regulador de la luz
azul en 1la apertura y cierre de estcmas (Keerberg et al.,
1971), la orientacidn de 105 cloroplastos en la célula
(Haupt, 1970) 1la fotoquimica de la clorofila (Krasnovskii
et al., 1970) y el intercambio ae CO2 y O2 (Voskresenskaya
y Oshmarova, 1969).

Es significativa la similaridad que, en ciertos as-

pectos, ofrecen la respuestas del metabolismo fotosintético -

del carbono ante el amonio y la luz azul. Ambos agentes
estimulan la incorporacidén del carbono a las proteinas, des
cendiendo simultdneamente la sintesis de azficares a partir

de dicho elemento. Algunos autores sugieren la posibilidad

22
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de que el efecto de la luz azul esté asociado, al menos
parcialmente, con el aumento de la concentracidn de amo
nio en la célula (Voskresenskaya, 1972).

Existen, por otro lado, gran cantidad de respuestas
no relacionadas con la fotosintesis que son reguladas por
la luz azul. La naturaleza del pigmento fotorreceptor ha
sido debatida ampliamente entre dos componentes: flavinas
y carotenos. Ultimamente se ha demostrado que la mayoria
de los procesos regulados por la luz azul incluyen la ég
tuacién de las flavinas como pigmentos intermediarios
(Mufioz y Butler, 1975).

En este sentido se ha encontrado un estrecho parale-

lismo entre el espectro de accién de la fotorreduccidn

del citocromo b, enmicelios de Neurospora crassa (Mufioz
'y Butler, 1975) asi como en extractos libres de células

de Dictyostelium discoideum (Poff y Butler, 1975), y el

- espectro de absorcién de las flavinas. Idéntica similitud
se ha encontrado para la fotoinhibicién del ritmo circa-

diano de conidiacién de Neurospora (Sargent y Briggs,

1967), la fotoactivacidn de la sintesis de carotenoides

. de Neurospora (Zalokar, 1955) y Fusarium (Rau, 1967) y

el fototropismo de los coleoptilos de avena y de los es

porangiéforos de Phicomyces (Curry y Thiman, 1961).

También se ha demostrado el papel que, como pigmen-

tos receptores de luz azul, desempefian las flavinas en
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la fototaxis y topotaxis de Euglena (Diehn, 1969; Tollim
y Robinson, 1969).

Se piensa también que este tipo de regulacidn se ex-
tiende a sistemas animales, ya que los espectros de accidn

del fotocontrol del ritmo circadiano de Drosophila (Frank

y Zimmerman, 1969) y Pectiniphora (Bruce y Minis, 1969)

son consistentes con los espectros de accidén resefiados an-
tes (Mufioz y Butler, 1975).

Stoy, en 1956, describid la reduccidn enzimdtica de.
nitrato dependiente de luz azul, en un sistema de ensayo
anaerbbico con riboflavina exdgena. Segln el esquema pro-
puesto, la flavina fotoexcitada se reduciria al oxidar al
agua y cederia los electrones a la cadena de transporte
hasta el nitrato. |

También a nivel enzimdtico, existen diversos trabajos
que muestran el papel de la luz azul regulando la activi- -
‘dad de flavoenzimas. Asi, en presencia de FMN, la luz azul,
pero no la roja, inhibe la actividad de la L-ldctico des-
hidrogenasa, xantino oxidasa y drico oxidasa (Schmid, 1969).
Pbr otro lado la actividdd oxidasa desaminante de glicina
-de ﬁna estirpe incolora de Chlorella se incrementa bajo -
luz azul y en algunos casos esta misma radiacidn activa
ciertos enzimas implicados en la ruta oxidativa del gli-
colato, como se ha observado en un mutante amarillo de

Chlorella sometido a anaerobiosis (Kowallik, 1969).
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Los resultados del presente trabajo muestran que 1la
luz visible, y especificamente la luz azul,‘reactivan en
cortos periodos de tiempo, segundos, la nitrato reductasa
de algas verdes y plantas éuperiores previamente inactiva
da tanto in vivo como in vitro. La adicidén de flavin-nucled
tidos disminuye marcadamente el tiempo requerido para. la
reactivaciodn.

Asimismo, las evidencias obtenidas permiten sugerir
que este proceso de.fotorreactivaéién puede ser de alto sig
nificado fisiolégico en la regulacidén de la asimilacidn del
nitrato por estos organismos.

Parte de los resultados que aqui se presentan ha sidc
objeto de comunicaciones a congresos nacionales e interna-
cionales (Aparicio et alf, 1976; Aparicio et alff 1976) y
de publicaciones en revistas cientificas (Aparicio et al.,

1976) .
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1. MATERIALES BIOLOGICOS UTILIZADOS, OBTENCION DE EXTRACTOS

Y PURIFICACION DE LA NITRATO REDUCTASA

En este trabajo se han utilizado hojas de Spinacea ole-

racea y cé€lulas del alga verde Chlorella fusca.

1.1. Spinacea oleracea

Procedencia del material.- Las hojas de espinaca se recogie -
ron en Gelves (Sevilla). El mismo dia de su recoleccibn se la
varon las hojas y,o biense utilizaron inmediatamente para la

obtencidén del homogenado, o se almacenaron en un congelador

~a -30°C hasta el momento de su utilizacién.

Preparacidn del extracto crudo.- Todos los procesos dekpurifi
cacién se llevaron a cabo a 0-4°C.

Una vez lavadas las hojas y eliminadas sus nerviaciones
se trituraron en una batidora, con tampdén de fosfato potdsico

100 mM (pH 7,5) conteniendo NO,.K 5 mM, EDTA 1 mM, DTE 0,1 mM

3
y FAD 10 ﬁM. Se afiadieron 250 ml de tampén por cada 150 gr de
hojas. El homogenado asf obtenido se filtr6 a través de una

- bolsa de organdi de nylén y se centrifugé a 27.000 x g duran-

te veinte minutos para eliminar los restos celulares.
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Purificacidén de la nitrato reductasa de espinaca. La nitrato

reductasa se purificé parcialmente seglin el método descrito

por De la Rosa (1975) realizindose los pasos siguientes:

12) Precipitacidn fraceionada con sulfato aménico.- Al ex -

2¢)

tracto libre de estructuras celulares se afiadid sulfato
aménico en polvo hasta un 25% de saturacidén. Al mismo
tiempo, y para evitar los cambios de pH, se afiadié 1la
cantidad necesaria de amoniaco diluido. Se mantuvo la

preparacidén durante 15 minutos con agitacidén ocasional

y se centrifugd a 27.000 x g durante 20 minutos. Se des

- precidé el precipitado y al sobrenadante se volvid a afia

dir sulfato aménico hasta alcanzar una concentracién
del 50%. Después de mantener la preparacién 15 minutos
con agitacién ocasional, se centrifugé a 27.000 x g du-
rante 20 minutos y sé resuspendié el precipitado en tam
pén de fosfato potdsico 10 mM (pH 7,5) conteniendo NOSK
5 mM, EDTA 1 mM, DTE 0,1 mM y FAD 10 uM. La cantidad de
tampén fue aproximadamente 500 ml.por cada 4 1 de ex -

tracto crudo.

Tratamiento con gel de fosfato edleico.- A la fraccidn
anterior se afiadié, con agitacién constante, una sus -

pensidn de gel de fosfato cdlcico preparado segin se
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lescribe posteriormente, en la proporcién de 500 mg de.
zel por cada 100 ml de extracto. La preparacién se man
tuvo durante 15 minutos con agitacidn ocaSioﬁalvy se
centrifugé a 3.500 x g durante 5 minutos eliminédndose
21 sobrenadante.

. El1 precipitado se resuspendié en 500 ml de tampdn
fosfato potdsico 0,2 M (pH 7,5) conteniendo NO.K 5 mM,
:iDTA 1 mM, DTE 1 mM y.FAD 10 pM. El resuspendido se cen
trifugé durante 20 minutos a 27.000 x g eliminédndose el

orecipitado.

Toncentracién‘con sulfato aménico.~ Al sobrenadante del
’aso anterior se afiadié sulfato aménico en polvo hasta
1lcanzar el 50% de saturacién. Después de 15 minutos
con agitacién ocasional se centrifugd la préparacién a
27.000 x g durante 20 minutos. El precipitado se resus-
pendié en 40-50 ml del tampdn de fosfato potdsico 100

1M conteniendo NOSK 5 mM, EDTA 1 mM, DTE 0,1 mM y FAD

10 uM, y se dializé contra el mismo tampén durante 12

10ras para eliminar el sulfato amdnico.

La preparacidén asi obtenida se centrifugd duran
te una hora a 144.000 x g y el sobrenadante se usd

rara los experimentos de inactivacidn.
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Chlorella fusca

El alga verde unicelular Chlorella fusca Sihira et

1ss (=C. pyrenoidosa Chiék) 211-215 se obtuvo de la co-

:ién Pringsheim de Gottingen.

1edio de cultivo fue eséncialmentevel descrito por
sler y Kzygan (1970) y contenia los siguientes compues-

a las concentraciones que se indican:

¢, 10 mM; CINa, 8 mM; PO HNa,-12 H,0, 10 mM; PO,H,K, 10 mM;
ig, 1 mM; c120a, 0,1 mM; SO4Fe, 20 uM; Clen, 3 uM; BO3
1; S0,Zn, 0,7 uM; MoO,Na,, 10 uM y EDTA 34 uM.

Este medio de cultivo se utilizdé sin esterilizar,
s al no contener fuente de carbono y emplearse gran ma
le células como indculo, la contaminacidén era minima

» se comprobd por examen microscdpico.

[iciones de cultivo.j Las células se crecieron a tempe-
ira ambiente en botellas de 20 litros, por las que se
[a pasar mediante borboteo una corriente de aire conte-
1do 5% de_COZ. La iluminacidén se realizd con tubos

yrescentes de luz blanca.
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Para la preparacidén de los indéculos se partidé de cé-
lilas cultivadas en agar o bien de las procedentes de ante -
riores cultivos en medio liquido.

“Estas células se cultivaron en frascqs de 4 litros
hasta alcanzar una densidad Sptica de 4-5 a 660 nm. E1 culti
vo asi obtenido se usé como indculo para las botellas de 20
litros. Después de varios dias de crécimiento se recogieron
las cé€lulas al alcanzarse una densidad 6ptica de 4-5 a 660
nm.

Para separar las células del medio de cultivo se uti
1iz6 una centrifuga de flujo continuo, funcionando a tempera
tura ambiente, que proporcionaba una fuerza centrifuga de
10.000 x g. E1 sedimento de células se resuspendié en 200-
300 ml de agua destilada y se centrifugé durante 5 minutos

a 10.000 X'g; recogiéndose el secimento de células que conte’

nia entre 150 y 200 g de peso himedo.

Preparacién del extracto libre de células.- Las células reco
gidas se mezclaron con perlas de vidrio de 0,25-0,30 mm de
didmetro, afiadiéndose tampbn de fosfato potdsico 10 mM (pH
7,5) conténiendo NO,K 5 mM. Por cada 20 grémbs de células se
afiadieron 160 grémos de perlas y 15-17 ml del mencionado tam
pén. La mezcla se sometid a vibracién en el aparato rompedor

Buhler, durante 5 minutos a una temperatura de 0-42C. A con-
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tinuacién, esta mezcla se lavé con el mismo tampén, filtrén-
do el homogenado a través de cuatro capas de organdi de ny-
16n. Las perlas retenidas en el:organdi se lavaron varias
veces hasta obtener unos 800-1000 ml de extracto, que se cen-
trifugé a 27.000 x g durante 20 minutos para eliminar los
restos celulares.

El extracto crudo asi obtenido fue sometido é los

siguientes pasos de purificacién:

1) Tratamiento con sulfato de estreptomicina.- Se afiadiéf,
lentamente y agitando 1 ml de sulfato de estreptomicina
que contenfa 73 mg/ml por cada 20 ml de extracto crudo.
Se mantuvo durante 15 minutos con agitacién ocasional a
0-4°C y se centrifugé a 27.000 x g durante 20 minutos

elimindndose el precipitado.

2) Precipitacidn con sulfato de protamina.- Con objeto de
eliminar los &dcidos nucléicos, al sobrenadante anterior
se afiadidé, gota a gota y agitando una disolucién de sul
fato de protamina al 2% (ajustéda a pH 7,0 con NaOH 1 N)
en proporcién de 1 mg de sulfato de protamina por cada
100 mg dé proteina total. Después de 15 minutos, duran-
te los cﬁales la mezcla se agitd ocasionalmente, se cen

trifugé a 27.000 x g durante 20 minutos y se elimind el
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precipitado. .

Concentracidn con sulfato amdniéo.— Al sobrenadante ante-
rior se afiadid tampén de fosfato potésico 0,5 M (pH 7,5)
conteniendo N03K 5 mM, EDTA 1 mM, DTE 0,1 mM y FAD 10 uM,
hasta alcanzar una concentracidén final de 0,1 M de fosfa-
to. | | '

A esta preparacién se afiadié sulfato aménico triturg‘
do hasta conseguir el 50% de saturacién. El pH se méntuvé
constante a 7;5 mediante la adicién de amoniaco diluido.

' Después de 15 minutos con agitacidén ocasional se cen
trifugd 1la preparacién durante 20 minutos a 27.000 x g.
El precipitado se resuspendié en el mismo tampbén y se dia
liz§ durante 12 horas para eliminar el sulfato aménico.
Posteriormente la preparacidn se sometié a 30 minutos de

centrifugacidn a 40;000 X gy se recogid el sobrenadante.

Cromatografia en columna de agarosa.- La disolucibén ante-
rior se aplicé a una columna de agarosa de 80cm de altura
por 5 de didmetro, equilibrada con el tamp6n de fosfato
potdsico antes mencionado. Se reunieron las fracciones
con actividad nitrato reductasa y se diluy6 aproximadamen
te la preparacién hasta que la concentracidn del tampdn de

fosfato fué 25 mM, manteniendo las concentraciones de NOzK,
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EDTA, DTE y FAD.

5) Cromatografia en DE-52.~ La preparacidén se aplicé a una
columna de DE-52 (Whatman), de 12 cm de altura por 2,5 de
didmetro, equilibrada con fosfato 25 mM, N03K 5 mM, EDTA
1 mM, DTE 0,1 mM y FAD 10 uM. La nitrato reductasa se extra
jo por gradiente de fosfato potdsico entre 25 y 250 mM,
manteniendose invariables las concentraciones de NO;K,EDTA,
DTE yEFAD.

‘Las fracciones activas se utilizaron para los experi-

mentos de inactivacién.

Purificacidn del enzima inactivado in vivo.- Para la inactiva-
cién‘in’vivd de la nitrato reductasa de Chlorella, se cultiva-
ron las télulés como se describid anteriormente y al final de
su fase logaritmica de crecimiento se afiadié cloruro aménico a
Concentracién'10 mM. Después de 1,5 horas se recogieron las cé
lulas por centrifugacién y se rompieron en un aparato vibrador
Buhler, uéando tampén tris Cl1H (pH 8,2) conteniendo EDTA 1 mM.
El extracto libre de cé€lulas fue tratado con sulfato de estrep
tomicina y cenfrifugado a 144.000 x g durante 1 hora. El sobre
nadante se concentré bajo atmosfera de N,, en un sistema Ami -
con de ultrafiltracién; La preparacién asi obtenida se usd pa-

ra los experimentos de reactivacién. Una vez que se recogieron
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las c€lulas, todas las operaciones se realizaron en la oscuri-

dad a 0-4°2C.
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2. INACTIVACION IN VITRO DE LA NITRATO REDUCTASA

10 ml de 1a preparacién enzimdtica concentrada,de es-
pinaca o:Chloréllé, se aplicaron a una columna de Sephadex
G-25, de 15 cm de altura por 1;2 de diametro, equilibrada con
Tris CIH 100 mM (pH 8,2) conteniendo FAD 10 uM.

La preparacién asi filtrada se incub6 durante 45 mi-
nutos en la oscuridad y a 0-4°C con NADH 1 mM y CNK 0,3 mM.
Con objeto de eliminar el exceso de NADH y cianuro, la prepa-
racibén se pasd en la oscﬁridad a través de una columna de Se-
phadex G-25, de 15 cm de altura por 1,2 de didmetro equilibra
~da con fosfato potdsico 100 mM (pH 6,8). Esta preparacién,
que contenia la nitrato reductasa inactiva era estable duran-
te algunos dfas y fue utilizada en los experimentos de reacti

vacioén.
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3. TILUMINACION DE LA NITRATO REDUCTASA INACTIVADA

La luz fue suministrada por una ldmpara halégena-de
tungsteno marca Sylvania F.C.S. de 150 watios y 24 voltios.

Las luces de diferentes colores se obtuvieron con
filtros Balzers: BT 447 nm para el azul y BT 603 nm para el
rojo. |

- Las intensidades de luz fueron 560, 4,8 y 270 mW/cm2

para la luz blanca,azul y roja respectivamente.

La‘preparacién enzimitica inactiva se iluminé en
una cubeta de vidrio de 3 x 1 x 1 cm, que se mantuvo a 0-42C,

por medio de una corriente continua de agua helada.
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4. METODOS ANALITICOS

4.1. Determinacidén de proteinas
Para la determinacién de la cantidad de proteinas se
siguibé el método de Lowry et al. (1951), utilizando ovoalbi-

mina como proteina patrén.

4.2. Ensayos enzimidticos

La acfividad NADH-nitrato reductasa se determind midien
do espectrofotométricamente la velocidad de oxidacién de NADH
en la mezcla de reaccién, la cual contenfa, en un volumen fi-
- nal de 2,5 ml, fosfato potdsico 100 mM (pH 7,5), nitrato potd
sico 5 mM, NADH 0,1 mM y la cantidad adecuada de la prepara -

cibén enzimitica (Hageman y Hucklesby, 1971).

La actividad NADH-diaforasa se determiné midiendo espec
trofotométricamente la velocidad de reduccién del citocromo
c. La mezcla de reaccidén contenfa en un volumen total de 2,5
ml, fosfato potdsico 100 mM (pH 7,5), citocromo c¢ 0,5 mM,
NADH 0,1 mM y la cantidad adecuada de la preparacién enzimi-
tica (Aparicio et al., 1969).

La aetividad FNHz-nitrato reductasa se valor6 midiendo

la cantidad de nitrito formado en una mezcla de reaccién
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que contenia, en un volumen final de 1 ml Tris-ClH 100 mM
(pH 7,5) , NOSK 10 mM, FMN 0,2 mM reducido quimicamente
con S§,0;Na, ( 8 mg de §,04Na, en 1 ﬁl de CO;HNa de 8 mg/
ml) y la cantidad adecuada de la preparacién enzimitica.
Después de incubar a 30°C durante 5 min se detuvo la reac-
cién mediante agitacién en un ciclomixer hasta la apari-
cién del color amarillo del FMN oxidado (Paneque gg_él.,
1965) .

A continuacién, se afiadié a la mezcla 1 ml de
reaétivo de sulfanilamida y 1 ml de N-naftil-etilendiami-
na. Se Completé con agua hasta 5 ml y se dej6 desarrollar
el color durante 10 minutos antes de medir espectrofotomé-

tricamente la absorbancia a 540 nm (Snell y Snell, 1949).

4.3. Determinaciones espectrofotométricas.

La oxidacién del NADH se midié a 340 nm y la reduc-
cién del citocromo c a 550 nm.
Los coeficientes de extincidn molar usados fueron

3 para el NADH y 27 x 103 para la reduccidn del ci-

6,2 x 10
tocromo C.

.Para la determinacién de la cantidad de nitrito
formado se construy6 una recta de calibrado con concentra-

‘ciones conocidas de nitrito.
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5. REACTIVOS Y APARATOS

5.1;'Prepgyaciﬁn‘del'géi‘de‘fﬁsfatO“célcico

El gel de fosfato cdlcico se preparé segln el méto-
do descrito por Wood (1955). Se afiadieron 150 ml de una diso
lucién de cloruro cdlcico (88,6 g de Cl,Ca.2H,0, por litro)
a 160 ml de agua destilada. A continuacién se afiadieron agi-
tando 150 ml de fosfato tris6dico (152 g de PO,Na;.12H,0,
por litro) y se ajustd ei pH a 7,4 con dcido acético 1 M. EY
precipitado se lavé 5 veces en agua destilada, se centrifugé
y se'resuspendié en la cantidad de agua destilada necesaria -
para dar lugar a una concentracién de 10 mg/ml. Para compro-
bar la concentracidn de fosfato cdlcico en esta suspensién
se tom§ una alicuota y se desecd en una estufa a 100°C, pe—

sando después el residuo s6lido.

5.2;'Procedencia‘de‘105'p;oduCtos;gpimicos

E1 NAD', NADH, NADP*, NADPH, AMP, ADP, ATP, FMN,
FAD, sulfato de'brotamina, y EDTA se bbtuvieron de SIGMA,
St. Louis USA; DTE y citocromo ¢ de SERVA, Heidelberg, Ale-
‘mania; cianuro; ferricianuro y foéfato potidsico, asi como
el cloruro amdénico de MERCK;Darmstadt, Alemania; el Sepha-
dex de FARMACIA, Upsala; Suecia; las perlas de vidrio, de

B. BRAUN, Melsungen, Apparatebau; Alemania, y el sulfato
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de estreptomicina de la COMPANIA ESPANOLA DE PENICILINA. To-
dos los demis productos utilizados eran de grado analitico.

El agua destilada para preﬁarar las soluciones y 'la
var el material de laboratorio fue desionizada en un desioni
zador SETA tipo R-100 serie 2/67 y destilada en un destila -
dor de vidrio AFORA.

El1 N, fue suministrato por COROMINA INDUSTRIAL.

5.3. Aparatos

Las medidas de nitrito se realizaron en un espec-
trofotémetro BAUSCH § LOMB modelo Spectronic 700.

Para las demds determinaciones espectrofotométri-
cas se utilizaron los aparatos BECKMAN DK-2A y PYE UNICAM
SP 1.800.

Las c¢romatografias se realizaron con columnas fa-
bricadas por FARMACIA; Upsala, Suecia, con dispositivo adap-
tador de flujo.

El colector automdtico de fracciones utilizado fué
un LKB modelo Ultrorac 7.000.

Para la recogida de cé&lulas se utilizé una centri-
‘fuga SORVALL KSB de flujo continuo Szent-Giorgi y Blum. En
el resto de las centrifugaciones se utiliz6 una centrifuga
SORVALL RC2-B refrigerada.

El pH se midi6 en un aparato METROHM HERISAU mode-
lo E 512. |



IIT RESULTADOS
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1. CARACTERIZACION DEL CITOCROMO‘Q558 EN LA NITRATO REDUCTASA
DE ESPINACA

" La nitrato reductasa ha s%do descrita como un comple-
jo énzimético que posee FAD y molibdeno como transportadores
de electrones. Pero, especialmente en el caso del enzima de
espinaca, no existia aln evidencia concluyente acerca del con
tenido en hierro de la proteina. Nuestros resultados actuales
demuestran qué la nitrato reductasa contiene citocromo becge
El espectro diferencial de una preparacidn, purificada segln
se describe en Materiales y Métodos, incubada con NADH o hi -
drosulfito presentd unos picos de absorcién a 558, 537 y 426
nm, con un hombro a 515 nm, que son caracteristicos de la for
bma reducida del citocromo tipo b (Fig. 1).

El hecho de que el espectro diferencial de la prepa -
‘racién incubada con ascorbato no mostrase ningln cambio de ab.
sorbancia significativo, indica que este citocromo 9558 posee
un potencial relativaméntg.bajo, mis cercano al de los piril-

din nucle6tidos que al del nitrato.

1.1, Participacién del citocromo b558 en la transferencia de

electrones desde el NADH al nitrato

La adicidén de nitrato a una preparacién enzimitica
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Figura 1.- ESPECTRO DIFERENCIAL DE LA NITRATO REDUCTASA
| ' DE ESPINACA REDUCIDA CON NADH, VERSUS NO A-
DICION
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incubada previamente con NADH, que presentaba los picos carac-
teristicos del citocromo 2558 en su estado reducido, di6 lugar
a la oxidacién del citocromo en un corto periodo de tiempo (5
min) .

El tiempo necesitado para reoxidar totalmente el
enzima por nitrato aumentaba significativamente si, previamen-
te a.la adicién de nitrato, 1la preparacién se incubaba con cia
nuro ademids de con NADH.

Estos resultados prueban que el citocromo 2558
presente en la nitrato reductasa forma parte de su cadena de
transporté electrdnico, puesto que el estado de oxido-reduccién
de este componente depende de la presencia de donadores y acep-
‘tores de electrones y de los inhibidores especificos de este en

l

zima.
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2. EFECTO DE LA LUZ VISIBLE SOBRE LA ACTIVIDAD DEL ENZIMA

La presencia de FAD y citocromo b en la nitrato re-

558
ductasa y su similitud con otras proteinas fotosensibles, que
conﬁiénen el mismo tipo de grupos prostéticos, justificaron el
estudio de las propiedades fotoquimicas de este complejo enzimi-
tico.

La nitrato reductasa es un enzima interconvertible cu-
ya forma inactiva se'produce como consecuencia de una sobrerre-
duccién de la protefna. Sin embargo; la reactivacién fisiolégica
probablemente debida a una reoxidacién del enzima, no habia sido
objeto de la atencién debida; hecho que motivd el estudio del pa
pel de la luz visible como uno de los factores que pudiesen in -
tervenir en este proceso; fotooxidando algunos de los componen - f
tes de 1la nitrato reductasa.

La Fig. 2 muestra la cinética de reactivacién por‘luz
blanca de uha preﬁaracién purificada de nitrato reductasa, pre-

- viamente inactivada por NADH y cianuro. La reactivacién total
del enzima (ver también Tabla I) se alcanz6 a los pocos minutos
de'iluminacién con luz blanca; con intensidad de 560 mW/cmz.

La luz‘rdja; de longitud de onda superior a 604 nm y
de una intensidad de 270 mW/cm® no ejercidé ningilin efecto sobre
la actividad del enzima. Este mismo resultado se obtuvo al man-

tener en oscuridad el enzima inactivado.
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Figura 2.- REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPI-
' - NACA POR LUZ BLANCA.

A los tiempos indicados se extrajeron alicuotas de 1 mg
de proteina y se ensayaron espectrofotométricamente siguien-
do 1a desaparicién de NADH a 340 nm, segun se describe en
Materiales y Métodos. Cuando se incubaron muestras simila-
res de la preparacién inactiva en presencia de ferricianu-
ro, la actividad alcanzada fue_de 140 nmoles de NADH oxi- .

dados por minuto.
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Sin embargo, la luz azul de 450 nm demostré ser efecti-
va en la fotoconversién de la nitrato reductasa (Fig. 3), aun -
que el tiempo necesario para conseguir la reactivacifén total

fue mayor que en el caso de la 1uz/b1anca, probablemente debido

a su baja intensidad (4,8 mW/cmZ).
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Figura 3.- REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPI-
NACA POR LUZ AZUL.

Condiciones experimentales como en la Figura 2.
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3. EFECTO DE LOS FLAVIN-NUCLEOTIDOS EN LA FOTORREACTIVACION DE
LA NITRATO REDUCTASA

La adicién de FAD o FMN a la preparacién inactivada
disminuyé considerablemente el tiempo de iluminacién necesa-
rio para conseguir la fotoconversién de la nitrato reductasa
inactiva en su forma activa.

La Fig. 4 muestra la cinética de reactivacién por luz
blanca en presencia de estos nucle6tidos. La reactivacién se. -
alcanzaba répidamente en presencia de FMN, pero en este caso
se apreciaba una caida en la actividad al continuar iluminan-
do el enzima una vez que este habfa alcanzado su médxima reac- ..
tivacién.

Es de destacar que ni el FAD ni el FMN ejercieron
efecto reactivante alguno cuando el enzima se ilumindé con luz
roja, o se mantuvo en oscuridad; en presencia de estos nucled:
tidos. |

Los resultados que se presentan en la Fig. 5, muestran:
que el comportamiento cinético del enzima iluminado en presen-
cia de FAD, con luces de diferentes longitudes de ohda, es
_idéntico al del enzima iluminado en ausencia de la flavina. La
luz blanca y especificamente'la luz azul, tienen un claro efeg

to reactivante mientras que la luz roja resultd ser inefectiva

- (Ver Figs. 3 y 4).
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Figura 4.- EFECTO DE LOS FLAVIN-NUCLEOTIDOS EN LA FOTO-
 RREACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPI-
| NACA. B | |
Para las medidas de actividad se utilizaron alicuo-
tas de 1,2 mg de proteina. La preparacién inactiva se i-
luminé en presencia de FAD o FMN 20 uM. La actividad enzi--
mitica de esta preparacidén fue significativamente menor,
al iluminar en ausencia de flavina,que la alcanzada en el
caso de la Figura 2; el enzima se prepard con una nueva
columna de Sephadex y aparentemente perdié parte de 1la

flavina enddgena.
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Figura 5.- REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPI-
NACA POR LUCES DE DIFERENTES LONGITUD DE ONDA,

EN- PRESENCIA DE FAD.
Condiciones experimentales como en la Figura 4. La

concentracién de FAD fue 20 uM.



53

"En orden a la cuantificacidén del proceso fotorreacti—
vante, era interesante comprobar si el enzima reactivado pdr
la luz l1llegaba a alcanzar los mismos niveles de actividad que
los presentados antes de su inactivacién. La Tabla I pone de
manifiesto c6mo la luz actinica es capaz de producir la reacti
vaci6én total del enzima, siendo comparables las actividades es
pecificas del enzima nativo, del fotorréactivado y del reacti-
vado quimicamente por ferricianuro.

La Fig. 6 muestra la reactivacién conseguida al ilumi-
nar la nitrato reductasa en presencia de diferentes concentra-
ciones de FAD manteniendo constantes el tiempo de iluminacién
yrla intensidad de luz. La reactivacidn total del enzima se al
canzﬁ, en estas condiciones, cuando se afiadié una concentra -
ci§n de FAD 10 uM. Al modificar la cantidad total de energia
luminosa que incidfa sobre la preparacibn, esto es: el produc-
to de la intensidad de luz por el tiempo de iluminacién, se mo
dificaba a su vez, de forma inversa, la concentracién de flavi
na requerida para obtener el mismo efecto reactivante. Estos
resultados sugieren que los flavin nuclebtidos actuan en este

proceso de fotoconversibén como pigmentos colectores de luz.



TABLA 1

REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPINACA POR LUZ
BLANCA EN PRESENCIA DE FAD '

Preparacién Tratamiento Actividad especif.
mU/mg prot.
Enzima nativo - 173
Enzima inactivado . - 6,5
3. %
" Fe (CN)6 ; 153
" Luz blanca + FAD 167

* La preparacidén inactiva se preincubd en presencia de 0,3
mM de ferricianuro potdsico durante 2 min a temperatura am-
biente. La iluminacidn del enzima se realizé durante 5 min _
a 0-4°C en presencia de FAD 20 yM. Nitrato reductasa, 0,8 mg.
Se define como unidad de enzima la cantidad de nitrato reduc
tasa que oxida 1 pmol de NADH por minuto. ‘
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Figurav6.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FAD SOBRE LA
REACTIVACION POR LUZ BLANCA DE LA NITRATO RE-

| DUCTASA DE ESPINACA.
Las diferentes preparaciones fueron iluminadas duran-

te 5 min a 0-4°C. Nitrato reductasa, 0,6 mg.
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4. ESTUDIO DEL PROCESO DE REACTIVACION AL SOMETER LA NITRATO

REDUCTASA A ILUMINACION INTERMITENTE

Es de destacar el caracter irreversible de la foto-
rreéctivacién de la nitrato reductasa. Como se observa en la
Fig. 7, una vez que la fotorreactivacién, total o parcial,
habia tenido lugar, no se producfan cambios en la actividad

enzimitica cuando la preparacién se mantenfia en la oscuridad.
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Flgura 7.- FOTOCONVERSION DE LA NITRATO REDUCTASA INAC-
TIVA EN ACTIVA CON ILUMINACION INTERMITENTE.
La preparacién inactivada se iluminé con luz blanca
en presencia de FAD 20 yM. Flechas hacia arriba; encen-
der la luz. Flechas hacia abajo; apagar la luz. Nitrato
reductasa,0,6 mg.
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5. FOTORREACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA EN PRESENCIA DE
NITRATO

El estudio del posible efecto del nitrato, aceptor
fisiolégico de electrones y por tanto agente oxidante de la
nitrato reductasa, ﬁresentaba a priori un especial interés
por ser la oxidacién del enziﬁa el proceso responsable de
su activacidn dentro del fenémeno de interconversidén. Ade -
mis, estaba establecido que el nitrato protegia al enzima
de 1la inactivaéién.por 1os.piridin nucledétidos reducidos,
tanto en ausencia como en presencia de cianuro, si bien no
era capaz de revertir la inactivacidén una vez que ésta ha -
bia tenido lugar.

Los resultados que se pfesentan en la Figura 8 mues
tan que 1la cinética de fotorreactivacién de la nitrato re -
ductasa de espinaca no experimentaba ninguna Variacién_al
iluminar-con o sin FAD exégeno-la preparacién inactivada,en

presencia y ausencia de nitrato.
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Figura 8.- REACTIVACION POR LUZ BLANCA DE LA NITRATO RE-
| ’ DUCTASA DE ESPINACA EN PRESENCIA DE NOSK.
La preparacién inactivada se iluminé en presencia de
FAD 20 uM (aA), FAD 20 uM + N03K 10 mM (A), N03K 10 mM (@)
y sin adicién (m). Control en oscuridad, *? NOSK: (@) . Ni-

trato reductasa, 1,5 mg.
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6. EFECTO DEL pH EN LA FOTORREACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTA-
SA |
La Fig. 9 muestra como la fotorreactivacién del enzima
se produjo dentro de un amplio margen de unidades de pH, que
abarcaban desde 5 a 10.
Cabe sin embargo destacar que dentro de un intgfvalo
de pH més préximo al fisiolégico; la reactivacidén tuvo lugar
con mayor efectividad avas 6 vy 7; mientras que a pHs 8 y 9,

la reactivacidén fué significativamente menor.
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Rigura 9.- EFECTO DEL pH SOBRE LA FOTORREACTIVACION DE
LA NITRATO REDUCTASA DE ESPINACA, EN PRESEN
- CIA DE FAD. v

El enzima inactivado con NADH y CNK se dializé por
una columna de Sephadex G-25 equilibrada con fosfato po
tdasico 10 mM {pH 6,8). Las diferentes preparaciones se
iluminaron con luz blanca durante 3 min (m) o 6 min (O)
a 0-4°C, en presencia de FAD 20 pM. Los pHs indicados se
obtuvieron afiadiendo en cada caso los tampones que se es
pecifican hasta una concentracidén 100 mM; citrato-fosfato
para pH 5,0; fosfato potdsico para pHs 6,0 y 7,0; Tris-ClH
para pH 8,0 y glicina-KOH para pHs 9,0 y 10,0. La reacti-
vacién se define como niimero de veces que se incrementa
la actividad frente al control sin iluminar. Nitrato re-

ductasa, 0,6 mg.
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7. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA FOTORREACTIVACION DE LA NI-
TRATO REDUCTASA

La fotorreactivacién de 1la nifrato reductasa era de -
pendiente de 1la temperatura, tanto en presencia como en ausen
cia de FAD exdgeno. En todos los casos, la velocidad de reac-
tivacién fue mayor al aumentar la temperatura de la prepara -
cién enzimitica durante su iluminacién. -

La Tabla II muestra que, en ausencia de FAD exégeno,
la actividad del enzima iluminado durante 10 minutos a 30°C
fue doble que la alcanzada cuando la iluminacién se llevé a
cabo a 0°C. |

| La fotorreactivacién del enzima en presencia de FAD

20 uM, cuya cinética a‘diferentes temperaturas se presenta

en la Figura 10, aumentaba al iluminar el enzima a temperatu-

ras crecientes. Para cualquiera de las temperaturas.estudia -

das, el enzima alcanzaba su reactivacién total si se prolonga-

ba adecuadamente el tiempo de iluminacién.



TABLA TII

REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPINACA POR LUZ
BLANCA A DIFERENTES TEMPERATURAS '

Tratamiento Actividad nitrato reductasa
(nmoles NADH oxid./5 min)

Oscuridad ' 15,75
Iluminacién a-0°C : 52,5
" a 10°C 63,0
K a 20°C 73,5
" a 30°C 100,25

Las medidas de actividad se rezlizaron en alicuotas extrai-
das después de 10 min de iluminacidn a las temperaturas que

se indican. Nitrato reductasa 0,5 mg.
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Figura 10.- EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA REACTIVACION
DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPINACA POR LUZ
BLANCA, EN PRESENCIA DE FAD.
La preparacidén inactivada se ilumind a las temperatu-
ras que se indican en presencia de FAD 20 uM. Nitrato re-

ductasa, 0,9 mg.
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8. EFECTO DE LOS PIRIDIN-NUCLEOTIDOS OXIDADOS Y DE LOS ADENIN-
NUCLEOTIDOS EN LA FOTORREACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA

Cuando se iluminé con luz blanca una preparacidn inac-
tivé, en presencia de estos compuestos, se observdé un ligero
efecto potenciador de la fotorreactivacidn, especialmente en
el caso del AMP y ADP (Tabla III). Esta potenciacién fué siem-
pre inferior a la conseguida al iluminar en presencia de los
flavin nucledétidos. |

Sin embargo; cuando se utilizé luz azul para iluminar
el enzima, la presencia de los piridin-nucleftidos oxidados y
los adenin-nucle6tidos no estimul6 en absoluto el proceso de
fotorreactivacién, tanto en presencia como en ausencia de FAD

(Tablas IV y V).



TABLA III

EFECTO DE DIVERSOS NUCLEOTIDOS EN LA REACTIVACION DE LA
NITRATO REDUCTASA DE ESPINACA POR LUZ BLANCA

Adicidn Actividad nitrato reductasa
' (nmoles NADH oxid./min)

Ninguna ' 14,7

NAD® 1 mM . 25,7
NADP® v | 30,3
ATP " | 28,0
ADP " 42,0
AMP | 42,0
FAD 20 uM 168,0

La preparacién inactivada se ilumind, en presencia de los
nucledtidos que se indican, durante 10 min a 0-4°C. Nitra-
to reductasa, 1,0 mg. La actividad de nitrato reductasa
mostrada por la preparacidén antes de iluminar, en las mis-
mas condiciones de ensayo, era de 5 nmoles de NADH oxidado
por minuto. |



TABLA IV

REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA POR LUZ AZUL EN
PRESENCIA DE DIFERENTES NUCLEOTIDOS

Adicidn Actividad nitrato reductasa
(nmoles NADH oxid./min)

Ninguna . _ : 23,1
NAD® 1 mM 23,3
NADP® " | 23,3
ATP . " 21,0
ADP 21,0
AMP 25,0
FAD 20 uM , 144,4

La preparacidén inactivada se ilumind durante 15 min a
0-4°C. Nitrato reductasa, 1,0 mg. Se utilizd la misma
preparacidén inactiva que en la Tabla III.



TABLA V

EFECTO DE DIFERENTES NUCLEOTIDOS SOBRE LA REACTIVACION DE
LA NITRATO REDUCTASA POR LUZ AZUL EN PRESENCIA DE FAD

Adicién Actividad nitrato reductasa
(nmoles NADH oxid./min)

FAD 20 uM | 143,8
" + NAD 1 mM 131,2
" + NADP® 136,0
" + ATP " 136,0
" + ADP 147,0
" + AMP 144,3

Tiempo de ilumina cién, 15 min. Nitrato reductasa, 1,0 mg.
Se utilizd la misma preparacidén inactiva que en la Tabla III.
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9. EFECTO DE LOS PIRIDIN-NUCLEOTIDOS REDUCIDOS EN LA FOTORREAC-
TIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA

 Estaba establecido que los piridin-nucle6tidos reduci-
dos actuaban como efectivos agentes inactivantes de la nitrato
reduétasa al provocar la reduccién del enzima y se les habia
atribuido un papel fisiolégico en la regulacidén de la asimila-
cién del nitrato. Por tanto, era del midximo interés el estudio
de su interaccién en el proceso de fotorréactivacién.

Los resultados que se muestran en la Tabla VI indican
que una preparacién enzimdtica inactiva, conteniendo FAD 20 uM,
no se reactivé significativamente al ser iluminada, enveste ex -
perimento durante 10 min, en presencia de NADH. |

E1l NADPH, que en nuestro caso es incapaz de actuar co-
mo donador de electrones para la reduccién enzimdtica del ni-
trato, tubo un efecto similar al de NADH impidiendo la foto -
rreactivacién de la nitrato reductasa en el tiempo de ilumina-
ciGn, 15 min, utilizado en este experimento CTablé VIiI).

Sin embargo, la fotorreactivacidén tuvo lugar cuando se
iluminé la preparacién inactiva, en presencia de NADH durante
periodos mayores de tiempo. La cinética del proceso de foto-
rréactivacién,que en ausencia de NADH era de naturaleza hiper-
b6lica, mostrS en este caso caracter sigmoide. Por otro lado,

el periodo inicial de inhibicién de 1la fotorreactivacidn se

incrementd al aumentar la concentracidén del nucle6tido reduci-



TABLA VI

EFECTO DEL NADH SOBRE LA REACTIVACION DE LA NITRATO REDUC-
TASA DE ESPINACA POR LUZ BLANCA EN PRESENCIA DE FAD

- Adicidn de Iluminacién (ﬁih) Actividad nitrato rasa

reductor , ‘ : (nmoles NADH oxid./min)
Ninguna 0 . 4,85
Ninguna 10 ' 66,5
NADH 0 4,85
NADH 10 : 14,0

La preparacidn inactiva se ilumindé en todos los casos en
presencia de FAD 20 uyM y donde se indica, de NADH 0,6 mM.
La actividad enzimdtica se determind espectrofotométrica-
mente como se describe en Materiales y Métodos. Nitrato
reductasa, 0,8 mg.



TABLA VII

'EFECTO DEL NADPH SOBRE LA REACTIVACION DE LA NITRATO REDUC -
TASA DE ESPINACA POR LUZ BLANCA EN PRESENCIA DE FAD

Adicidén de Iluminacién (min) Actividad nitrato rasa
reductor (nmoles NADH oxid./min)
Ninguna | 0 4 6,86

Ninguna 16 ‘ | 83,25

NADPH 0 6.60

NADPH 15 12,12

La preparacién inactiva se ilumind en todos los casos en
presencia de FAD 20 uM y donde se indica, de NADPH 0,6 mM.
Nitrato reductasa, 1,2 mg.
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do. Pero una vez comenzada la reactivacién, la pendiente de 1la
sigmoide fue la misma en todos los casos y no se modificé al
aumentar la concentracién de NADH (Fig. 11),

La-Figura 12 muestra los resultados de un experimento

similar al anterior pero utilizando NADPH en lugar de NADH.
En este caso también se modificé la cinética de fotorreactiva-
cibén, que pasd de hipefbélica a sigmoide, al iluminar el enzi-
ma en presencia de este nucleStido. Se puede por tanto afirmar
que el NADH y el NADPH ejercen efectos similares en la foto -
rreactivacién de la nitrato reductasa.

Los resultados que se presentan en la Fig. 13 muestran
que la concentracién de piridin-nucleétido reducido presente
en las preparaciones,que contenfan FAD, disminuia marcadamente
a lo largo del transcurso del tiempo de iluminacidén. Estaba
descrito que por la accién de la luz las flavinas eran capaces
de oxidar estos nucleétidos en un proceso exclusivamente foto-
quimico (Vernon, 1959).

El comienzo de la reactivacién del enzima coincidia
precisamente con el momento en que pridcticamente todo el NADH
habfa sido fotooxidado. |

| El nitrato que, como se mostrd anteriormente, no ejer;
cia ningﬁn efecto sobre la cinética de 1la fotorreactivacién,
tanto en presencia como en ausencia de FAD, tenia un marcado

efecto alterando la signoide de fotorreactivacidén cuando el
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Figura 11.- CINETICA DE REACTIVACION DE LA NITRATO REDUC-
TASA DE ESPINACA POR LUZ BLANCA, EN PRESENCIA
DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NADH.
La preparacidn inactiva se ilumind en presencia de
FAD 20 uM y de NADH a las concentraciones que se indican.

Nitrato reductasa,'O,S mg.
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Figura 12.- EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NADPH
EN LA CINETICA DE REACTIVACION POR LUZ BLANCA
DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPINACA. -
El enzima inactivo se iluminé en todos los casos en
presencia de FAD 20 yM y de las concentraciones de NADPH
que se indican. Nitrato reductasa, 1,2 mg.
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Figura 13.- RELACION ENTRE LA- CONCENTRACION DE NADH PRE-
SENTE EN LA MEZCLA DE ILUMINACION Y LA FOTO-
RREACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA.

El enzima inactivo se ilumindé con luz blanca en presen~

cia de FAD 20 M y NADH 0,6 mM. La concentracién de NADH a.

lo largo del tiempo (M) se determiné espectrofotométrica-

mente a 340 nm en alicuotas de la mezcla de iluminacién,
previamente al ensayo de actividad (A). Nitrato reductasa,

1,1 mg.
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enzima se iluminaba en preseﬁcia de NADH. La Figura 14 muestra
que el perfodo de latencia de la sigmoide de reactivacidn del
‘enzima en presencia de NADH, donador fisiol6gico de electrones
de 1la nitrato‘reductasa, se hacia menor al estar el nitrato
también presente en la mezcla de iluminacién. Asimismo se ha-
cia mds pronunciada la pendiente de la sigmoide.

Los resultados que se presentan en la Figura 15 mues-
tran que cuando se iluminaba el enzima en presencia de NADPH,
la sigmoide de reactivacién se alteraba en much0~menor grado
por la presencia de nitrato que cuando la iluminacién se rea-

lizaba en presencia de NADH (Fig. 14).
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Figura 14.- REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA POR LUZ
BLANCA EN PRESENCIA DE NADH Y N03K.
El enzima inactivo se ilumindé en todos los casos en
presencia de FAD 20 yM y donde se indica, de NO K 5 mM
y/o NAD(H) 0,6 mM. Nitrato reductasa, 1,0 mg.
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Figura 15.- REACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPI-
| NACA POR LUZ BLANCA EN PRESENCIA DE NADPH Y
NOK. | |
El enzima inactivo se iluminé en todos los casos en
presencia de FAD 20 uM y donde se indica, de NOSK.S mM y/o-

NADP(H) 1 mM. Nitrato reductasa, 0,9 mg.
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10. EFECTO DEL EDTA EN LA FOTORREACTIVACION DE LA NITRATO RE_
DUCTASA |

El papel del EDTA en los procesos fotoduimicos en que
participan los flavin-nuclebtidos estd ampliamente estudiado.
Los»flavin-nucleétidos, al ser excitados por la luz, oxidan
este compuesto. En anaerobiosis se observa la desparicidn de
los picos caracteristicos del espectro de las flavinas oxida-
das, debido .a su fotorreduccién total por el EDTA. En aerobio
sis, bajo la accidén de la luz actinica, el EDTA reduce a los
flavin-nucle6tidos que a su vez son reoxidados por el oxigeno
molecular y -por tanto permanecen en su estado 6xidado (Mc Cor-
mick,1968). Para una determinada intensidad de luz, la concentra-
cién de flavin-nucledtidos en estado excitado depende de las
concentraciones de EDTA y 0,, por lo que puede llegar a ser po-
co probable, en presencia de estas.sustancias, la transferencia
de energia de los flavin-nucledtidos al FAD que forma parte del
enzima.

La fotorreactivacién del enzima se vefa claramente afec-
tada por cantidades crecientes de EDTA en la mezcla de ilumina-
cién (Fig. 16). De esta forma el EDTA, que en oscuridad no modi-
ficaba en absoluto la actividad del enzima, actuaba como un e-

fectivo inhibidor de la fotoconversién de 1la nitrato reductasa.
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Figura 16.- EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE EDTA
SOBRE LA CINETICA DE REACTIVACION DE LA NI-
TRATO REDUCTASA DE ESPINACA POR LUZ BLANCA,
EN PRESENCIA DE FAD.
La preparacién enzimitica inactiva se ilumindé en pre-
sencia de FAD 20 uM y de las concentraciones de EDTA que
se especifican. Nitrato reductasa, 1,2 mg.
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11. EFECTO DEL IODURO POTASICO EN LA FOTORREACTIVACION DE LA
NITRATO REDUCTASA

El ioduro potésico esté descrito como un agente que inhi-
be las reacciones de 1los flavin-nucleétidos dependientes de 1la
luz. Aunque el mecanismo de la inhibicifén no estd totalmente e-
lucidado se sugiere que el anidén ioduro interacciona con el es-
tado excitado de los flavin-nucledtidos provbcando su vuelta
al estado basal por‘disipacién energética (Song,1971).

| La fotorreactivacién de lavnitrato reductasa de espina-
ca se inhibié al afiadir a la mezcla de iluminacién una concen-
tracién 5 mM de ioduro (Tabla VIII).

Como se observa en la Figura 17, la presencia de concen-
traciones crecientes de ioduro potédsico en la mezcla de ilumin;—
cién provocé un progresivo efecfo inhibiddr sobre 1a fotorreac-

tivacidn de la nitrato reductasa.



TABLA VIII

EFECTO DEL IODURO POTASICO EN LA REACTIVACION DE LA NITRATO
REDUCTASA DE ESPINACA POR LUZ BLANCA EN PRESENCIA DE FAD

Adicién Iluminacién (min) Actividad nitrato rasa
(nmoles NADH oxid./min)

Ninguna 0 ‘ B 4,85
Ninguna ‘ 15 : 77,64
IK 0 4,85
IK | 15 | 12,12

La nitrato reductasa inactivada se ilumindé en todos los ca-
sos en presencia de FAD 20 uM y donde se indica, de IK 5 mM.
Nitrato reductasa, 0,8 mg.
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Figura 17.- CINETICA DE LA REACTIVACION DE LA NITRATO RE-
DUCTASA DE ESPINACA POR LUZ BLANCA EN PRESEN-
CIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE IK.
La preparacién inactivada se iluminé en presencia de
FAD 20 uM y las concentraciones de IK que se indican en
cada caso. Nitrato reductasa, 0,9 mg.
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12. FOTORREACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA EN PRESENCIA DE
AMONIACO O FORMIATO

Ciertas fotorreactioneé en que intervienen las flavinas
incluyen la formacién del radical 1libre hidroxilo que actua co-
mo intermediario en la reaccidén. Para tratar de aclarar el posi-
ble papel de este radical en la fotoconversién de la nitrato re-
ductasa, se iluminé una preparacién inactiva en presencia de
formiato, compuesto que 21 interaccionar répidamentevcon el ra-
dical hidroxilo impide su participacién en cualquier reaccién
posterior (Hodgson y Fridovich,1976).

Los.resultados expuestos en la Tabla IX muestran que
el formiato no modific6é la fotorreactivacién de la nitrato re-
ductasa, lo que en principio excluye 1la intervencién del radi-t
cal hidroxilo en el proceso.

En la misma tabla se observa que el amoniaco, agente
inactivante in vivo, pero no in vitro, de la nitrato reducta-

sa tampoco modific6 el proceso de fotorreactivacién.



‘TABLA IX

EFECTO DEL AMONIACO Y EL FORMIATO SOBRE LA REACTIVACION POR
LUZ BLANCA DE LA NITRATO REDUCTASA DE ESPINACA EN PRESENCIA

DE FAD
Adicidén Actividad nitrato rasa
(nmoles NADH oxid./min)
Oscuridad 5 min de iluminacién
FAD 8,6 . 55,0
FAD + C1NH4 8,6 61,0
FAD + Formiato 8,6 ‘ 61,0

La nitrato reductasa inactiva se ilumind en presencia de
FAD 20 uM y donde se indica, de CI1NH, 20 mM o formiato 40 mM.
Nitrato reductasa, 0,6 mg.

4
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{13. FOTORREACTIVACION DE‘LAYNITRATO REDUCTASA DESPROVISTA
DE LA ACTIVIDAD DIAFORASICA POR CALENTAMIENTO

. Estaba establecido que la nitrato reductasa contig
"ne FAD como uno de los componentes esenciales de su actividad
NADH-diaforasa. Por otro lado, se conocia que el tratamiento
térmico y los compuestcs mercuriales eliminaban especifica-
mente la actividad diaforasa sin afectar a la nitrato reduc-
tasa terminal. Por tanto era de gran interés estudiar el re-
querimiento de la funcionalidad de 1la actividad diafordsica
del enzima en el proceso de la fotorreactivacidn.

Los resultados que se presentan en la Figura 18 mues
tran que, .tanto en presencia como en ausencia de FAD exégeno,
la cinética de fotorreactivacidén de un enzima al que se des- -
truyd previamente por calentamiento la actividad diaforasa,
era idéntica a la de una preparacidn sin calentar.

En;estas condiciones no parece, por lo tanto, necesa-
ria la funcionalidad de la actividad NADH-diaforasa para que
tenga lugar la fotorreactivacién de la nitrato reductasa ter

minal.
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Figura 18.- FOTORREACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA
TERMINAL DE UN ENZIMA CARENTE DE ACTIVIDAD
DIAFORASICA.

Una preparacidn inactivada se calentdé a 50°C durante

10 min, con lo que su actividad NADH-diaforasa se redujo

al 1% (AyVv) y se ilumind con luz blanca usando como con

trol uma preparacién inactiva sin calentar (oym). La
iluminacidén se realizd en presencia de FAD 20 uM (signos
vacios) y en su ausencia (signos llenos). Nitrato reduc-
tasa 1,0 mg.
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14. FOTORREACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella

La adicidn de amonio, producto final de la reduccidn
asimilatoria del nitrato, a'un cultivo de Chlorella produce
la rédpida inactivacidn de la nitrato reductasa terminal.

Puesto que los anteriores resultados habian sido ob-
tenidos con el enzima de espinaca inactivado in vitro por a-
dicién de poder reductor y cianuro, era de miximo interés el
estudio de la fotorreactivacidén de un enzima inactivado fi-
sioldgicamente.

Como se observa en la Tabla X, la iluminacién de la
nitrato reductasa de Chlorella, inactivada in vivo, didé 1lugar
a una reactivacidn del mismo orden a la alcanzada tras la inég
bacién con ferricianuro. :

Asimismo, es nbtable.que_el enzima de Chlorella, alta
mente purificado e inactivado in vitro por poder reductor y
cianuro, se reactivd con idénticas cinéticas que el de espi-

' naca, al ser iluminado con luz blanca y azul, careciendo de

efecto 1la 1uzlroja (Fig. 19).



TABLA X

FOTOACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella INACTI-
' VADA IN VIVO

Tratamiento Actividad nitrato reductasa
‘ (nmoles NADH oxid./min)

Oscuridad 40,0
Luz blanca 110,0
Ferricianuro , ‘ 115,0

La nitrato reductasa se inactivdé in vivo como se describe en_
Materiales y Métodos. Las medidas de actividad se realizaron
en alicuotas de 0,4 mg de proteina. Tiempo de iluminacidn:
10 min. '
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Figura 19.- FOTORREACTIVACION -DE LA NITRATO REDUCTASA DE
Chlorélla, INACTIVADA IN VITRO, EN PRESENCTIA

| DE FAD.
La preparacién inactivada con NADH y CNK se ilumind,

en presencia de FAD 20 u.M,’ con luces de diferente longitud
de onda. Nitrato reductasa, 0,3 mg.
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La asimilacién del nitrato y su regulacidn constituye
uno de los procesos claves del metabolismo de las algas
verdes y plantas superiores, que son los Gnicos organismos
capaces de convertir la energia solar en otras formas de
energia mds manejables para la humanidad (Arnon, 1967;
Losada, 1976; Ortega et al., 1976; Candau et al., 1976).

Ciertamente, el reino vegetal pone a disposicidm de.
la humanidad gran parte de los carburantes, ya sélidos o
liquidos, que ésta utiliza y casi la totalidad de los
alimentos que consﬁme. Desde este punto de vista, la des-
tacada importancia de la asimilacidn del nitrato se basa
en dos razones fundamentales: 1§) Para la mayoria de las
aigas y plantas superiores, el nitrato constituye 1la ini -
ca fuente de nitrdgeno utilizable por su maquinaria enzi-
mitica y’2§)_Las proteinas, alimento imprescindible en
toda dieta animal, contienen un alto porcentaje de nitrd-
-‘geno aminico que algunos casos alcanza el 25%.

La utilizacién de la energia solar por los organismos
fotosintéticos ha sido intensamente estudiada en los Glti-
mos afios, Al desencadenar a través del aparato fotosintéti
co la rotura del agua, la luz suministra el poder reductor
y el ATP necesarios para que estos organismos completen su
ciclo vital de forma aut6trofa, reduciendo el anhidrido

carbdnico, el nitrato y el sulfato,que entran asi a formar
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parte de carbohidratos, 1lipidos, proteinas y &acidos nu-
cléicos. (Arnon, 1967).

La conexidn entre los procesos fotosintéticos y la
asimilacidén del nitrato ha sido también objeto de inten
sos estudios durante la UGltima década y se ha demostra-
do que graﬁ cantidad del poder reductor requerido en la
reduccidén enzimdtica del nitrato es suministrado,en 41-
timo término,por la maquinaria fotosintética. (Ramirez
et al., 1964; Kessler y Zumft, 1973; Ortega et al., 1976;

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

Asimismo,se ha estudiado el papel de la luz solar co
mo agente regulador de muchos de los procesos metabdlicos
de los organismos fotosintéticos. En esta linea, se ha de
mostrado que la actividad de varios enzimas interconverti
bles, imﬁortantes en el metabolismo del COZ’ esté contro-
lada por el estado de 6xido-reduccidén de la célula que es
‘td en definitiva regulado por la luz. (Losada, en prehsa).

El primer enzima de este tipo es 1la ribulosa-1,5 difos-

fato carboxilasa que cataliza la incorporacidn de CO2 al

" material celular mediante la carboxilacién de 1la ribulosa
1,5'difosfato. Se ha descrito la activacidn de este enzima
bajo iluminacién intensa en extractos crudos de diversos
organismosk(Jensen y Bassham, 1968) y se postuld la existen
~cia de un factor activador de naturaleza protéica, sensible

a la luz, al que se asignd un papel importante en la regu-
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lacién de diversos procesos fotosintéticos (Wildner y
Criddle, 1969). Por otro lado, se encontrd en espinaca que
la ribulosa-1,5 difosfato carboxilasa estd formada por
dos subunidades, habiéndose postulado que una de ellas
tendria a su cargo la catdlisis enzimidtica, mientras que
la otra seria la responsable de las propiedades regula-
doras, donde la luz desempefiaria un papel destacado -(Rut
ner y Lane, 1967).

También la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa,

que cataliza el paso de 4dcido 1-3-difosfoglicérico a
3-fosfogliceraldehido, esté sometida a un mecanismo de
regulacidén por la luz. Existen dos formas de este enzima:
una dependiente de NAD+, que se encuentra en tejidos con

o sin clorofila y otra dependiente NADP" que estid presen-
te ﬁnicaménte en tejidos con clorofila. La forma dependien
te de NADP' estd implicadé en la conversién de dcido 1-3- =
‘difosfoglicérico en triosa-fosfato,en el ciclo de las pen-
tosas-fosfato y la dependiente de NAD® tiene su funcién en’
la via degradativa de la glucolisis.

Tanto en semillas de guisantes (Hageman y Arnon, 1955)

como en Euglena gracilis (Brawerman y Konigsberg, 1960) y

 Chlamydomonas reinhardii (Fuller y Hudock, 1967) no aparece

~actividad dependiente de NADP® cuando se mantienen estos
organismos en oscuridad. Pero si las células cultivadas en
oscuridad se pasan a 1la 1u2, aparece la actividad dependieg'

te de NADP' mientras que la de NAD® sufre un marcado descen
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so. De acuerdo con estos resultados se ha sugerido la
existencia de una interconversién entre la forma depen
diente de NAD" y la deﬁendiente de‘NADPf, producida por
la luz. Sin embargo, la conversidn de una forma en la
otra se ha llevado a cabo in vitro por efecto del NADPH
en lugar de la luz (Muller et al., 1969). Ultimamente se
ha observado que el DTE,por si solo, es capaz de trénsfoz
mar la forma dependiente de NADP' en 1la dependiente de
NAD? (Anderson y Lim, 1972). |

Otro de los enzimas que intervienen en la ruta de
asimilacidn del CO, y que estd sometido a un mecanismo

de regulacidn por la luz es la fructosa difosfatasa, cu-

ya actividad en células de Euglena gracilis cultivadas

en la oscuridad es muy.pequeﬁa, pero que aumenta de modo
paralelo‘a la formacidén de clorofila cuando se pasa a la
luz (Smillie, 1964). Sin‘embargo, se ha demostrado que el
"enzima de espinaca se activa de 7 a 10 Veces cuando se
afiadia ferredoxina reducida a un extracto conteniendo la
fructosa difosfatasa (Buchanan et al., 1968).

Por Gltimo, la ribulosa 5-fosfato quinasa puede ser

activada por la luz en tejidos de espinaca, aunque la
activacién se puede llevar a cabo in vitro con DTE, pero
no con NADPH (Latzko et al., 1970).

En el presente trabajo se describe por primera vez la

regulacidn, in vitro, por la luz de la nitrato reductasa,
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enzima implicado en 1a.via asimilativa del nitrato. A
diferencia de la mayoria de los enzimas de la ruta del
CO2 antes enumerados, en los que la activacién del enzima
se debe a la reduccidn del mismo, la reactivacién de 1la
nitrato reductasa se produce por oxidacién de 1la proteina
que probablemente estid provocada por la excitacién lumino
sa del componente flavinico.

La naturaleza interconvertible de la nitrato reducta-
sa se establecid a raiz de los resultados obtenidos recien
temente en nuestro Departamento. La sobrerreduccidn de la
proteina in vitro por piridin-nucledtidos reducidos, en
presencia o ausencia de cianuro, motivaba la inactivacidn
del enzima. En algas verdes se establecid un marcado para-
lelismo entre este fenémeno, estudiado in vitro, y la inac
tivacidén que in vivo promueve la adicidén de amonio a la
solucidn nutritiva de 1a$ células.

La reactivacién del enzima se consiguidé in vitro por la
accidén de un oxidante no fisioldégico, el ferricianuro, o
in vivo por la eliminacidn del amonio afiadido al cultivo de.
células. | |

Al ser el ferricianuro un agente afisiolbgico, se han.
llevado a cabo gran nimero de estudios tratando de aclarar
el agente fisiolb6gico responsable de esta reactivacién.

Asi, la reactivacidn del enzima se obtuvo in vitro: por
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exposicibén al aire durante varias horas a baja temperétura
(Losada et al., 1970), por incubacidén con nitrato y fosfato

a pH bajo (Vennesland y Jetchmann,'1971), por calentamiento

a 75°C, por tratamiento con fosfato, urea y pMB (Rigano, 1971)
y por incubacidén con flavinas (De la Rosa et al., 1976).

Pero ninguno de estos resultados ha sido suficientemente
concluyente para explicar la reactivacién fisiolégiéa del en-
zima pues o bien se obtuvieron reactivaciones parciales, o
hubo que esperar varias horas para obtener la reactivacidn
total.

Por ser la nitrato reductasa un enzima que posee COmO
componente de la molécula FAD y citocromo, sustancias ambas
coloreadas, y estar incluido en una ruta metabdlica conecta-
da con la fotosintesis, el estudio del posible efecto de la
luz como regulador de su actividad se presentaba prometedor.
En el presente trabajo sé presentan los resultados que de-
‘muestran la existencia de la conversién de la nitrato reducta
sa inactiva en su forma activa merced al efecto de la radia-
cién 1luminosa de una longitud de onda determinada.

Solomonson et al. (1975) habién descrito la existencia
del citocromo bccg en la nitrato reductasa de Chlorella, -

pero se desconocia su existencia en el enzima de espinaca,
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Nuestros resultados demuestran que también la nitrato
reductasa de espinaca presenta citocromo b, g como compo-
nente esencial de su cadena de traﬁsporte electrénico.

Hodler et al. (1972) publicaron que los niveles interxr
nosrde la actividad nitrato reductasa de células de Chlore-
lla, experimentaban un rdpido y drédstico descenso al some-
ter el cultivo a la oscuridad, siendo el proceso de natu-
raleza reversible. De estos hechos no se podia concluir
que la luz ‘actuara directamente sobre el enzima y fuera la
causa inmediata de la modificacidén de los niveles de la
actividad, puesto que el cambio de luz a oscuridad afecta
de forma generalizada al metabolismo de.estos organismos.
Sin embargo, los resultados del presente trabajo demuestran
que la luz, actuando directamente sobre preparaciones par-
cialmente purificadas de nitrato reductasa, previamente tra
tadas con NADH y CNK, qué contenian el enzima en su forma

“inactiva da lugar a la restauracidén total de su actividad.

Se habia descrito el efecto inhibidor del CO sobre la
reactivacién de la nitrato reductasa causada por el oxigeno
molecular, asi como la desaparicién del efecto inhibidér
del mondxido de carbono al iluminar la preparacién (Jetsch-
mannet al., 1972). A partir de estos resultados, estos auto
res interpretaron que la luz actuaria rompiendo el complejo
CO-enzima, lo que permitiria la posterior reoxidacidn de 1la

proteina por el oxigeno molecular. No obstante, nuestros
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experimentos parecen apoyar la idea de que la funcidn de 1la
luz es reoxidar directamente el enzima provocando su reacti
vacidn,dando lugar a la liberacién del cianuro, ya que el
enzima oxidado pierde totalmente su afinidad por este com-
puesto.

La adicién de flavina exdgena disminuye'marcadamente el
tiempo necesitado para la fotorreactivacidén ( Fig. 4). De 1la
Rosa et al. (1976) describieron el papel de las flavinas,
per se, como agentes reactivadores de la nitrato reductasa,
aunque la reactivacién total del enzima requeria su incuba-
cidén durante varias horas con concentraciones relativamente
elevadas de estos compuestos. Dado que en nuestros experimen
tos la nitrato reductasa no se reactiva en absoluto al per-
manecer en la oscuridad en presencia de flavin-nucledtidos,
es muy probable que en las condiciones de trabajo de estos
autores interviniera précisamente la luz como agente reacti
vador del enzima, aunque siendo factor limitante por reali-
zarse el proceso de reactivacidén a la luz ambiente. Las fla-
vinas actuarian en este caso como agentes potenciadores del
proceso de fotorreactivacion. |

La reactivacién en presencia de FMN es mds rédpida que en
presencia de FAD, aunque la actividad desciende marcadamente
en presencia de aquella sustancia una vez alcanzado el nivel
original de actividad. La explicacidn de este hecho requiere

estudios mis profundos que aporten evidencias concluyentes
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sobre el mecanismo de accidn de ambas sustancias en el/proé
ceso de fotorreactivacidén de la nitrato reductasa. |

La reactivacidn del enzima por'diferentes tipos de luz
en presencia de FAD ex6geno es, salvo en que disminuye el
tiempo necesitado para alcanzar el nivel original de acti-
vidad, semejante a la fotorreactivacidén sin adiciones (Fig.5).
Cabe pensar, por tanto, que la adicidn de flavina eiégena
no introduce ningln artefacto en el proceso de fotorreacti-
vacidén, sino que -transmitiendo probablemente por interaccién;
intermolecular su estado fotoexcitddo al FAD enddgeno del
enzima- lo acelera y amplifica al potenciar el papel que es-
te FAD del enzima realiza en el proceso. Esta idea es corro-
borada por el hecho de que en nuestras condiciones de ilumi-
nacidén, fueron catalfiticas (10 uM) las concentraciones de
FAD exégeno»requeridas para alcanzar la mixima velocidad de
fotorreactivacidn (Fig.'6).

Por lo tanto, parece segura la actuacién del FAD del
enzima como pigmento antena en el proceso de fotorreactiva-
cién: al absorber la luz azul desencadena las reacciones que
en Gltima instancia darén lugar a la oxidacién del enzima.

La actividad de una preparacidn enzimitica, total o par-
cialmente fotorreactivada, no se modifica al ser sometida a
oscuridad, lo que nos permite hablar de fotoconversidn de la

forma inactiva de la nitrato reductasa en su forma activa

(Fig. 7).
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Mufioz y Butler (1975) demostraron, sin embargo, la
reversibilidad de la fotorreduccién por luz azul del ci

tocromo b en micelios de Neurospora. Nuestro trabajo se

centra en los cambios inducidos por la luz en la activi
dad enzimdtica, ya que hasta éhora no ha sido posible se-
guir los cambios en el estado de 6xido-reduccidn de los
grupos prostéticos de la nitrato reductasa. Desde este en
foque, no parece aventurado predecir que algunos de los
componéntes de la nitrato reductasa (FAD o/y citocromo
ESSS) sufran, por efect6 de la luz actinica, cambios en
su estado re-dox que estarian relacionados con la activi-
dad del enzima.

Se habia descrito la reactivacién de la nitrato reduc
tasa‘en presencia de nitrato, durante el ensayo de activi
dad (Moréno et al., 1972), asi como la reactivacidén del en
zima a bajo pH en presentia de nitrato (Venneslandy Jetsch
-mann, 1971). En nuestras condiciones, el nitrato no tuvo
ningln efecto sobre la fotorreactivacidén del enzima, tanto
en presencia como en ausencia de FAD exégeno.

La fotorreactivacién de la nitrato reductasa es depen-
diente del pH (Fig. 9). Es interesante destacar que, siendo
los pHs 8-9 los 6ptimos para la inactivacidén del enzima por
reduccidn (Moreno et al., 1972), el proceso de fotorreacti-
vacién se favorece especialmente a pHs mds bajos; 6-7, lo

que estd de acuerdo con los resultados del grupo de Vennes
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land, al reactivar el enzima a pH &4cido en presencia_de‘oxi
dantes.

El proceso fotorreactivante depende de 1la tempefatura
tanto en presencia.como en ausencia de FAD exdgeno (Tabla II,
Fig. 10), 1o que parece indicar Que, una vez excitado el FAD
del enzima por la luz, la reacci6én de fotorreactivacidn inclu
ye la actuacidén de varios componentes.

Estd actualmente bien establecido que 1la inactivatién
in vivo de la nitrato reductasa de algas verdes estd produ-
cida por la adicidn de amonio al medio de cultivo. Este,he-
cho se explica por el aumento de poder reductor'(férma-_
cidén de NAD(P)H ) y la disminucidn de 1la carga enefgética
de la célula (aumentofde ADP), procesos en 1os queV1é luz
no parece tener un efecto directo (Chaparro et al., 1976).
Por otro lado, se ha descrito que la inactivacién de la ni

trato reductasa de organismos no fotosintéticos, como Nitro-

" bacter agilis, tiene lugar por medio de la sobrerreduccidn

del enzima con NADH y es revertida por oxidacién de 1la pro;
te1na con NAD(P) (Herrela y N1cholas, 1974). |

La adicién de piridin-nucledtidos oxidados y adenln -nu
" clebdtidos a una preparacidén inactiva de nitrato reductasa,
no trajo consigo ninguna variacidén en el proceso de reacti
vacidén por luz azul (Tabla IV). El ligero efecto potencia-
dor de la reactivacién por luz blanca, realizado por el AMP

o el ADP (Tabla III), es quizds debido a que este tipo de
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luz contenga radiaciones de corta longitud de onda, capa-
ces de excitar a estos nucledétidos en su banda de absor-
cién del ultravioleta.

De cualquier forma, los resultados obtenidos no son
suficientemente significativos para atribuir, al menos en,
nuestras condiciones,un papel destacado a los piridin-nu
clebtidos oxidados y adenin-nucleétidos en el proceso de
fotorreactivacidén de la nitrato reductasa.

En el estudio de la regulacidn del enzima, es un dato
impoftante la inhibicién del proceso de fotorreactivacién
por los piridin-nucledtidos reducidos. La presencia de
NAD(P)H en la mezcla de iluminacién impedia 1la fotdrreac-
tivaciéﬁ en los primefbs ﬁinutos del proceso (Tablas VI y
VII). Al oxidarse completaménte.el NAD (P)H comenzd la fo-
toactivacidn del enzima (Fig. 13).

En 1956,-Stoy atribuyé a las flavinas un papel impor-
tante m1la.rmhmchﬁ1dé nitrato inducida por 1luz azul. Asi,v'
seglin este autor, en aﬁaerobiosis, la fotoexcitacién de
las flavinas da lugar a la oxidacidén del agua, siendo 1las
mismas ‘flavinas intermediarias en el transporte de electro
nes desde el agua hasta el nitrato. En la misma linea, Ver
non (1959) estudid las reacciones fotoquimicas catalizadas
por las flavinas. En aerobibsis, el NADH es oxidado quimi-

camente por el FMN o el FAD excitados por la luz. En anae-
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robiosis, las flavinas fotoexcitadas son capaces de
mediar ‘en la fotorreduccidn del citocfomo C a partir
del NADH.

Por tanto, se puede afirmar que en el proceso que se
describe en este trabajo los piridin—nucleétidbs reduci-
dos mantienen el enzima reducido, y por tanto inactivo,
debido a su gran afinidad por la proteina, impidiendo
ademds su fotoactivacidén al interaccionar con las flavi-
nas. De esta forma, al reducir fotoquimicamente al FAD,
dan lugar a la desaparicidn de'su estado excitado, que
es probablemente la causa primaria de la fotoconversidn
de la nitrato reductasa en su forma activa.

La fotorreactivacién de la nitrato reductasa en pre-
sencia de NAD(P)H sigue cinética sigmoidal (Fig. 1]'y 12)

a diferencia de la cinética hiperbdlica observada al ilu
minar en ausencia de los piridin-nucledtidos reducidos.

La presencia de nitrato en la mezcla de iluminacidén dismi-
nuye el tiempo de latencia de la reactivacién cuando el nu
cledtido presente es NADH (Fig. 14), pero no modifica sig-
nificativamente la sigmoide en el caso del NADPH (Fig. 15).

Moreno et al. (1972) describieron la reactivacidén de la
nitrato reductasa durante su ensayo de actividad, esto es;
en presencia de NADH y nitrato, observando una cinética sig
moidal con la que concuerdan nuestros resultados. En el ci-

tado trabajo no se hace referencia a la luz como factor res
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ponsable de la reactivacién, pero teniendo en cuenta la
evidencia actual, es altamente probable que la luz inter
viniera efectivamente en el‘proceso reactivante aunque de
una forma no controlada.

El hecho de que el nitrato acelere la reactivacidn del
enzima en presencia de NADH pero no de NADPH demuestra que
en‘presencia'de la fraccién creciente de enzima fotorreac-
tivado ; el nitrato actua”como agente oxidante del NADH a
través del enzima, acelerando asi su desaparicién de la
mezcla de iluminacidén. E1 NADPH, al no ser donador fisio-
l6gico de electrones de la nitrato reductasa de espinaca,
no puede ser oxidado enzimdticamente por el nitrato y por
tanto la desaparicién del NADPH, condicién necesaria para
la reactivacién del enzima, no se acelera en presencia de
este oxidante.

E1l EDTA juega un papel inhibidor en la fotorreactivacidn
por un mecanismo semejante al realizado por los piridin-nu
cledtidos reducidos (Fig. 16). Se puede sugerir que la foto
rreactivacidén se realiza mediante la oxidacidén de algunos
componentes de la proteina por‘la flavina excitada. La pre-
sehcia de EDTA o de los nucledtidos reducidos podria por
otro lado inhibir la fotorreactivacién al suministrar elec-
trones a la flavina de forma que, manteniéndola continuamen
te reduéida, no pueda oxidar a los componentes del enzima

cuyo estado reducido determina la forma inactiva de la
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nitrato reductasa.

Mientras los piridin-nucledtidos reducidos y el EDTA
impiden la fotorreactivacidn reduciendo al FAD fotoexcita
do, el anidén ioduro parece actuar a otro nivel: disminuyen
do la concentracidn de flavina en estado excitado al inter
accionar con el pigmento y acelerar su disipacidn enérgéti
ca. La gran eficacia inhibidora de este compuesto (Tabla VIII,
Fig. 17) apoya la idea de la actuacidn de los flavin-nucled-
tidos como pigmentos antena, o captadores de la energia lu-
minosa que sirve para desencadénar él proceso de fotorreac-
tivacién.

El mecanismo segln el cual ias flavinas, una vez excita
das por la luz azul, interaccionan con la fraccidn proteicéﬁ
del flavoenzima no estd afin dilucidado. La existencia de
intermediariosrm flavinicos en las reacciones catalizadas
por flavoenzimas ha sido investigada durante los ﬁltimos
afios. En el caso de la xantino-oxidasa, se ha postulado que
las dos formas reducidas de la flavina, semiquindnica y
totalmente reducida, reaccionan con el oxigeno dando lugar
respectivamente a radical superdxido ('02) y agua oxigenada
(Misra y Fridovich, 1972).

Estos dos compuestos, pueden reaccionar segiin el esque

ma de Haber-Weiss:

H,0, + 'O2

20, —_ Oﬂ' + OH + O

.
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El resultado es la formécién del radical hidroxilo (OH'),
uno de los mids potentes agentes oxidantes que se conocen
(Hodgson y Fridovich, 1976).

El radical hidroxilo no parece actuar en la fotorreacti
vacidn de la nitrato reductasa'pués la presencia de formia-
to, que impide la accidn délyradical, no motivdé ninguna mo-
dificacidén en el proceso (Tabla IX). Por otro lado, la adi-
cidn de H,0, a una preparacién inactivada no alterd en abso
luto su actividad.

Seglin el esquema que se proﬁone en la Figura 20, la for
ma excitada de la flavina es capaz de oxidar al grupo o gru-
pos del enzima que al estar reducidos determinan la forma
inactiva del mismo. Actualmente se estin realizando experi?%
mentos para aclarar la posible actuacién del oxigeno mole-
cular como aceptor Gltimo de eleﬁtrones en el proceso;

Moreno et al, (1972), reportaron:la necesidad de 1la
. funcionalidad de la actividad diaforasa para la inactiva-
cién por reduccidén de la nitrato reductasa terminal. Por el
contrario, nuestros resultados muestran que la fotorreacti-
vacidn es'independiente de la existencia de actividad diafo
ridsica.

La nitrato reductasa de Chlorella inactivada in vitro,
se reactiva por la luz de idéntica forma que 1a de espinaca.
Por tanto, el proceso de reactivacibn parece ser general en

los organismos fotosintéticos eucaridticos.
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Figura 20.- ESQUEMA DEL MECANISMO DE LA FOTOINTERCONVER-

d SION DE LA NITRATO REDUCTASA DE ALGAS VERDES

Y PLANTAS SUPERIORES.

E1 enzima activo se sobrerreduce por la accidn del
NAD(P)H pasando a su forma inactiva. La luz azul excita
al FAD del enzima que en este estado es capaz de oxidar
a la proteina, dando lugar a la. fototransformacidn de la
nitrato reductasa en su forma activa. Probablemente el
oxigeno molecular es el aceptor final de electrones en
este proceso. ' ’



109

Es de maximo interés 1é fotorreactivacidén del enzima
de Chlorella inactivado in vivo por el amonio, puesto que
indica que este mecanismo dé reactivacion puede tener un
alto sentido fisiolégico, él operar in vivo la luz azul
como uno de los agentes moduladores de 1la reduccién del
nitrato. |

En esta linea se estdn llevando a cabo experimentos
con cultivos de células para documentar adecuadamente es-

te aspecto del prdceso descrito en el'pfesente trabajo.
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1.- La nitrato reductasa de espinaca contiene citocromo
2558 como componente funcional de su cadena de trans-

© porte electrénico.

2.- La luz blanca y la azul, pero no la roja, reactivan

el enzima previamente inactivado por NADH y cianuro.

3.- La adicién de flavinas a la preparacién inactiva, po-
tencia el proceso de fotorreactivacién al amplificar
la funcién que el FAD enddgeno del enzima realiza en

el mismo.

4.- E1 FMN acelera en mayor grado el proceso que el FAD,
pero en presencia del primero la actividad del enzima,
una vez fotorreactivado, experimenta un marcado descen-

S0.

5.- La fotorreactivacién de la nitrato reductasa de espi-
naca en presencia de FAD exf6geno sigue cinéticas seme-

©.:jantes a las de la fotorreactivacién sin adiciones.

6.- E1 FAD endbgeno del enzima actua como pigmento colector

de luz azul.

7.- Por su caracter irreversible, la fotorreactivacidn de

la nitrato reductasa se puede considerar una fotoconver-

sién de la forma inactiva del enzima en su forma activa.
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8.- El nitrato, por si solo, no modifica en absoluto la ci-

nética de la fotorreactivacién del enzima de espinaca.

9.- La reactivacidn por luz del enzima se favorece espe-

cialmente a pH dcido, aproximadamente entre 6 y 7.

10.-E1 proceso fotorreactivante es dependiente de la tem-

peratura.

11.-En nuestras condiciones,los piridin-nucledtidos oxi-
dados y adenin-nucledtidos no parecen ejercer un efec-
to significativo en la reactivacidén de la nitrato re-

ductasa.

12.-La fotorreactivacidén en presencia de piridin-nucledtidos*
reducidos comienza después de una fase de latencia, una

vez que estos compuestos han sido totalmente fotooxidados.

13.-La reactivacidén por luz en presencia de NAD(P)H sigue una
cinética sigmoidal a diferencia de la hiperbdlica obser-

vada al iluminar en ausencia de estos compuestos.

14.-E1 nitrato acelera mids acentuadamente el proceso de foto-
rreactivacidén en presencia de NADH que en presencia de

NADPH.

ISQ-EI EDTA, al reducir a la flavina fotoexcitada, inhibe el

proceso de fotorreactivacidén de la nitrato reductasa.
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16.-E1 ioduro, al acelerar la disipacién energética del
FAD fotoexcitado, inhibe asimismo la reactivacidn

del enzima por la luz.

17.-En el proceso de fotorreactivacidén no parece actuar

el radical hidroxilo como intermediario.

18.-El amoniaco no tiene efecto en el proceso de fotoac-

tivacidén realizado in vitro.

19.-La reactivacidn por luz de la nitrato reductasa ter-
minal es independiente de la funcionalidad de la acti

vidad diaforasa.

20.-La nitrato reductasa de Chlorella, inactivada in vitro
por poder reductor y cianuro, se fotorreactiva de idén

tico modo que la de espinaca.

21.-El enzima de Chlorella inactivado in vivo por amonio

se reactiva po la 1luz.

22.-E1 mecanismo propuesto para la reactivacidn incluye la
fotoexcitacidén del FAD que oxida al grupo -o grupos-
del enzima que al estar reducidos determinan la forma -

inactiva del mismo.
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