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La ssimllecién fotosintética del nitrato

Los elementos blogendsicos primordiales que, en for-
ma Inorgénica, absorben las plantas de su medlo sablente para
sintetizar su propla materia estéin, en genersl, completaments
oxldados: el carbono, como anhfdrido carbdnico; e} nitrégenc,
como nitrato, y el azufre, como sulfato. Por tanto, los orga-
nismos fotosintéticos ~tanto las alges como las plantas ﬁu#ii,
riores~ tienan, en primer lugar, que reducirios & un alval éjf
rectasente asimilable, utillzando pars ello el énlco reductor
disponible ?ai agus~ y valléndose de la dnlca fuente de ener~

gfa de que también disponen ~la luz solar~,

Una vez reduclidos, los elementos blogenésicos son
ssimitados ~también fotosintéticamente~ y pasan 8 constitulr
el material vegetal, en el gque aparecen, ya en forms orgénica,
en estado de oxldo~reduceidn variable: el corbone a un nivel
cuyo promedio puede representarse simplificadamente como
(caza); el nitrSgenc & nivel emonlacal (naa). y o1 azufre af

nivel de sulfuro de hidrégeno {sua).

La Fotosfntesls consta en esencla de dos fases:
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1) la fase luminosa, que consiste en le conversidn de la
energla flslica contenida en los quantos de luz ~capta <« |
dos por los pigmentos clorofflicos y suxillares~ en ener
gfe quimice fisioléglca, v 2) 1a fase oscura, que consis
te en la reducclién de los elementos blogenésicos primor~

dliales y en su posterior asimilacidn,

Las reaccliones luminosas de la Fotosfntesis hen

sido fundementalmente esclarecidas por ARNON y su grupo

(1), e Incluyen no sélo la sintesis de enlaces de fosfato
ricos en energle ~procesc en que ¢l fosfato Inorgénico se
esterifica en forms orgénica, Yy que se conoce tamblén co~
mo fotofosforilacidn~ sino la fotolisis del agus en sus
dos elomentos Integrantes (hidrSgeno y oxfgeno). ATP y po
der reductor son, segdn ARNON (1), los productos flnales
de la Fotosintesis proplamente dicha, constituyendo ambos
el poder asimilatorio disponible para la reduceiébn -y iqg
torior asimilacidn~ deo) anhfdrido carbdnlco, nitrato y

sulfate,

Respeacto a la tctstitciﬁa del nltrato por %ll 

plantas, su amplia y profunda significacién bdiolSgice ra-



S

dica pues no s8lo en el hecho de que ¢l nltrégeno nlt?ic0   e

sea la principsl fuente de sste clemento que utilizen dt~ f7

chos orgsnismos para la sfntesis de protefnas y !c!desrug
clelcos, sino tembién en que su reduccién s smonisco y W
posterior asimilacién estédn estrechanente relaclonados

con las reacclones fotosintéticas proplamente diahatQ

basp«ii de largas controversias, he qundndo‘a!Q£ }k‘
mamente blen establecido (2) que le r«ducel&nktltntlatéré” k
ris del nitrato s amonlaco occurre ~tanto en bacterias, co
mo en hongos, algss y plantas superfores= en s8lo dos g@*f‘
sos suceslvos, £1 primar paso, rodaeai&n de nitrato s ni~
trito, supone un camblo en el ndmero de oxidacidn del Sto
mo de nitrdgeno de +5 a +3 y esté catallzado por la nltr;ﬁy
to reductasa, que realliza ls transferencla de éus'nitctrg
nes desde c!yptr!d!n*nuctcétlda:rtducida hasts e} nitra -
to. E1 segundo paso, la reducciSn del nitrito s smoniaco,
estd catalizado por ls nitrite reductasa, que transfliere
6 electrones, v llave consigo un cambio en el nimero de
oxldacién del &tomo de nitrégenc de +3 & -3. En ninguna
fase del proceso, se requleren compuestos de carbono §

ATP. En sl presents trabsjo hemos dedicado nusstrs aten -



clén solamente a la nitrato reductasa, ol primer snzimas
de los dos gque constituyen el sistema reductor de nitra~

to.

La nitrato reductasa del algas verds Chlorella fusoa

Ls ntirnto reductasa de Chlcrella es un complejo
enzimftico que requiere especificamenta NADH como donador
fisloléglco de electrones para la rnduccl&n‘da! n!trlto ] |
nitrito. En la transferencia de siectrones del sauarst a}“i
trato participan secuenclalmente dos actividades cu:lulti‘»
¢as que pueden estudiarse separadaments. La primars as
uns NADH-dlaforass dependiente de FAD, que catalizas 1g
transferencla de slectrones desde ol HADH a la segunda
porcién del complajo, o blen a clertos aceptores de elec~
trones como son e! cltocromo ¢, of ferriclanuro & ol 2,6-
dicliorofenol Indofenol (3,4,5). Ls segunda mited del com~
p!a]e. FNHg=nitrato reductass § nitrato reductasa term| -
nsl, contliene mollbdeno y puede utllizar como donador de
slectrones pare la reduccién de nitrato la porcién diaford

slca reduclida por NADH, ¢ blen flavin~nucleStlidos o violé-

genos reducidos (6).
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Deblido a que no se ha logrado todavfa purificar
totalmente ¢! complejo NADH-nitrato reductasa de Chlore~
11a fusca, se Ignoran bastantes datos acerca de su o3 -
'tru¢£éra. No ohstintu, su peso molecular ha sido dctcrn&}
nado por flltracién en columna de gel de agarosa (7), re

sultando ser de 500.000. ldéntlico valor ha arrojado el

enzims del atga Chlamydomonas reinhardi (8) vy c§~dcfaigi?‘w
nace (9). Otros autores han dado valores similares kz,
(500.000 - 600.000) para el enzima de hojas de trigo (16). 7
y valores :ubmﬁttlp!n: para enzlimas de varlados orfgenes:

230.000 para el de Neurospors crasss (11) y 160.000 para

el de malz (10), lo que suglere que el complejo enzimiti-
¢o tenga caréicter ollgomérico con distintos grados de

agregacién,

El grupo de NASON (12,13,14), mediante experimen
tos en los que utitizaron de forma paralela técnlcas blo~
qnfmtcts‘y genéticas de complementacidn in vitro, ha pues
to de maniflesto que la NADPH-nltrato reductasa de Neuros-

pora crassa es un heteromultfmero formado por, al menos,

dos subunidades distintas codi ficadas por cistrones dife-

rentes. Una de estas subunidades, de peso molecular



50.000, es de naturaleza Induclble y parece ser 1a NADPH~
disforasa. £l segundo componente, ?uﬁa~nt:rnto reductasa,
es una subunidad constitutiva, que se presents en forme
insctive, a2 menos que esté combinada con la subunidad

NADPH~-dlaforesa.

S| estos resultados fusran extrapolables al com~
plejo NADH~nltrato reductass de algas y plantas vardct,'
resultarfs que este complejo estarfa constituldo, &l me ~
nos, por dos subunidades, cada una de sllas con tgttvtdnd‘

enzimética diferente.

Las dos actividades (NADH-dlaforass y FNH -nitra
to reductess) del comple]o enzimftico NADH~-nitrato reducta
sa, tanto de algas como de plantas superiores, se afectan
de maners difereate por tratamientos e Inhibldores sslec~
tivos, y pueden protegerse especificamente contra la inac~
tiveacibn, e Incluso reactivarse, por la acclién de sus pro-~

plos sustrates o de compuestos anflogos,

La MADH~dlaforass es especialmente sensible a la
Inactivacidn por el reactivo de grupos sulfhidrilos p~MB

(15). La pérdida de su actividad v acompafada de la Inasc-
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tivacidén de 1a NADH-nitrato reductasa; la segunda activi-
dad del complejo puede también Inactivarse por p-MB, pero
es mucho menos sensible a este reactivo que la dlaforasa,
y por ello su Inactivaclén requiere concentraclones mucho
mas altas (16). Se han encontrado efectos semejantes so -

bre la nitrato reductasa de Ankistrodesmus braunili (17) ¥

de espinaca (18-21). Estos resultados sugleren la exlisten
cla de grupos sulfhidrilos, especlalmente en la mitad dia
foréslica del comple)o, necesarlos para la actividad oa:i~
mitica. E! NADH, sustrato flsloldglico del enzima, protege
a la nitrato reductasa de Chlorella (15) y espinaca (21),
y el FAD sélo a la de espinace (21), contra la Inactiva - |

¢ién por los reactivos de grupos sulfhidrilos.

La mitad dlafor8sica también es sensiblie al tra-
tamiento térmico. En efecto, el calentamiento & 452%C du -
rante 5 minutos del enzima de Chlorella, Insctiva comple~
tamente la NADH-dlaforasa sin afectar a la FNH,~nitrato ’
reductasa (5). idéntica sensibillidad a este tratamiento
exhiben la NADH-dlaforasa de espinaca (6,21) y de gﬁlggzr
domonas reinhardl (22,23), lo cual dé lugar a la pérdida

de la capacidad de reduccién del nitrato por el NADH cata



1izade por el complejo enzimBtico en conjunto (6). Ls !ung
tivacidn por el calor de la mitad dlaforésica del complajo
NADH~nitrato reductasa puede prevenirse si sl tratamiento
se sfectda en presencla da goacentracliones muy pequefas

(10 uM) de FAD (5,23).

Ls segunda mitad del complejo enzimdtico, es de ~  
efr, ls FNH,~nlitrato reductass, se Inhibe por agentes que~
lantes de metales, especlialmente clanuro, axida vy narbui!%v
fosfato. Esta Inhibicién es de tipo competitivo raspttée,“
al nitrato, tanto para el enzims de Chiorells (15) como pa

ra o) de espinaca (21).

VEGA y col. (15) observaron que el efecto Inhibi-
dor del clanuro sobre Ia nitrato reductass de Chlorells
ers mucho més dréstico cuando el enzima se encontraba en
estado reducldo por la adicién previa del donador fisiolé-
glco NADH, Ests Inhiblcién no se eliminaba ol pasar el en~
zima por Sephadex G~28, a diferencia de 1o que ocurrls
cuando el enzima se hablfa Incubado s8lo con clanure. Sin

embargo,la actividad enzimética se restauraba ahadliendo



el agente oxidante ferriclanuro, 1o que parece Indlcar que
ia afintdad del enzima por el clanuro depende del estado

de reducclidn en que se encuentre la protelna.

El fenlmeno de la Inactivacidn de la nitrato re ~’r
ductasa por reduccién y su car8cter reversible constituye
en Is sctuslidad uno de los aspectos més fascinantes étytt
ruguluelsnkdai wetabolismo del nitrégeno, que serd analizs

do, en detalle, mis adelante.

Experimentos llevados a cabo en nuestro uagjrtu -
mento han puesto de maniflesto que ¢l molibdeno es un com-
ponente de s nitrato reductasa de Chiorslla vy que dicho
metal es necesarfo para que la FNH,-nitrato reductess pre-
sente actividad (24,25). E1 volframioc puede sustitulr al
molibdeno, pero el enzima con volframio Incorporado carece
de sctivided NADH-nitrato reductass, sunque su actividad
dlaforfsica no se afects en absoluto por este metal (26).
La esenclalidad del mollibdeno para la reduccién de nitrate
ha sido también puesta de manlflesto en bacteriss (27),

hongos (11,28,29) y plantas supsriores (30-33).



Control metab8llico de la nitrato reductase

{

€1 metabolismo de cualquler organismo vivo estd
constituldo por un gran nimero de reacclones Interconec~
tadas, cuys funcidn es la de extraer de! medlo que le ro
dea la materia vy la energfa necesarias para mentener su
compleja organizacién, asl como pars crecer y desarro ~

tlarse.

Todos los sistemas blioldgicos han desarrollado
métodos de control que aseguren tu‘ﬁgu;tsnelu y estabili~
dad Interna, buscando sobre todo dos ﬁuutnn esenclales:
disponer de una gran flexibllidad en su adaptacidn a las
condliclones amblienteles y procurar la mayor economls po-
sible tanto de energla como de nat.rlalOi; £1 control de
1ss actividades de un orgenismo vivo pusde alcanzar una
gran complejidad, pero, en Gitimo término, se traduce en
un control o regulscién de su metabolismo. Este regulacién
metab8lica se pueds conssgulr controlando cada uns de las
mditiples reacclones que Integran e! metabolismo. Como ca~
da una de dichas rescclones se encuentra cetalizads at§¢c£
flcaments por un enzima, el contrel por iu céluls de sus

proplos enzlimas supone un control enormemente especifico de



Tes reaccliones que estos catallizan. Cada una de las sta~
pas metab8licas constituys de este modo un centro poten~
clal de control. Disponlendo de estas posibilidad, la cé~
lula pueds controlar su metabollismo, de forma muy espec]|
fica, sn todas y cada uns de sus partes, segin Intsrese

en cads momento. De agqul se deduce que la regulacibn en~
zimBtics es la de mayor significado y contribucién a2 la
regulacién metabSlica, la cual es & su vex la base del

control de los sistemas blolSglcos.

En gensral, el control de una reaccién snzimé-
tica se pusde ejercer por regulactdn del nivel del enai-
ma que la cataliza. E1 aumento o la disminucién de las k
cantidsdes de enxima presentes en un determinado momento
aceleraré o frenarf 1a reacclén esnximftica. Este tipo de
control, que comprende los procesos designsdos como In ~
duceibén y represién unzimdtiocas, sfects s los mecanismos

de sfntesis de protefnas.

Puesto que los camblos en la concentracién de
enzimas tardan horss en producirse, los sistemas blolég]

cos han desarrollasdo ademés otro mecanismo de regulacién,
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mucho més répldo y de efecto mds dréstico, consistente en
modificar la actividad catalftlicas de los enzimas, es de ~
cir, en la regulacién de la actividad ensimdtica. Estos
dos tipos de control actdan en muchos casos conjuntamente,
superponiendo sus efectos, con lo c¢ual la respuesta a los
camblos de las condiclones amblientales es mucho més répl-
da y completa, La regulacién de la actlividad enzimétlica

se puede ejercer controlando la disponibilidad de los sus
tratos y cofactores especfficos, § bien mediante cnt£a¢i  .
reguladoree. Estos enzimas reguladores ocupan lugares utg;
ves en las rutas metab8licas, generalmente al Inicio o on
los puntos de ramificacidn, constituyendo centros de éua~

trol metabSlico,

Dentro de los enzimas reguladores tienen gran ig
portancla !és‘tnsimas alostdricos, que presentan como ca-~
racterfstica particular el que su actividad se modifica
al unfrseles por fuerzas débiles (nunca covalentes) dﬁﬁtﬁ?
minadas moléculas reguladoras, denominadas efectores o mo
duladores. Poseen mis de una cadena polipeptfdica y exhi-—
ben cinétlica de tipo sigmoidal en vez de la clésica hiper

béllca de Mlchaelis~Menten,
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Otro tipo de regulacién enzimética, que egdgyvcx |
adqulere mayor Importancia, consliste en la mod!fléac!én':
covalente del enxima regulador. Este tipo de control se
conoce con el nombre de in#creonvcrciéa ensimdtioa (34,35).
Los enzimas Interconvertibles existen en dos formas mole-
culares d)stintau con propledades catalfticas diferentes:
una auti?a7y otra Inactiva & poco activa, La Interconver-
s18n entre las dos formas del enzima tlene Jugar por mudi
flcacién qufmica de la protefna, y lleva consigo la férqg
¢16n o ruptura de un enlace covalente y ta adicién o all-
minacién de un grupo osa&ct?lan; Las uédif!caatoans'qﬁiml
cas que, con mas frecuencia, ccurren en los enzimas Inter
convertibles son la fosforilaclién, adenilacién, ADP-ribo-
silacidén y oxidacidn de grupos tiSlicos, Es Importante res
saltar que la modiflcacién producida por el efector sobre
la protefna se mantiene alin despuds de la ausenclia de
aquél y que Gnlcamente la acumulscién de otro efector que
estimule la reaccidn Inversa restaura la actividad origl~
nal. En camblo, en los enzimas alostéricos la modulacién
de |3 actividad es estrictamente dependiente de la pre -

sencla del efector correspondlente,
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Regulaaidn de la sintesis de la nitrato reductasa

La regulacién de la sfntesls del primer enzima
de 1a ruta catallzada por el sistema ruduatorkdc nitra-
to, es declir, la nlitrato reductasa, ha sido objeto &a
numerosos estudios por diversos investigadores (36), ha
biéndose 1legado en algunos casos a conclusfones contra
dictorlias, sobre todo en lo que a plantas supérturea se
reflere (37), sobre el carfcter Inducible o represible

de dicho enzima,

SYRETT y MORRIS (38) encontraron quc‘il asimila~

clén de nltrato por Chlorella vulgaris cesaba céupictlu;g‘

te cuando se afladTan pequefias concentracliones de umanfuca
y volvia a comenzar cuando el smoniace habfa slido asimlila
do. Los mismos autores establecleron posteriormente (39)

que la formacién de nitrato reductasa en Chlorella vulgs~

ris se reprime por amonlfaco.

LOSADA y col, (40) demostraron también que los
dos enzimas de! sistema reductor de nitrato de Chlorella
fusca, es decir, la nitrato reductasa y la nltrito reduc~-

tasa, estdn sujetos a represidn nutricional por el amenla
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co més bien que a Inducciédn por el nitrato.

‘ El carfcter represible por amonfaco y no Inducl-
ble por nitrato de la nitrato reductasa ha sido tamb!i#
puesto de manifiesto postartarmcntg en el alga verde

Chlamydomonas reinhard! (41) y en la levadura Yorulopsis

nitratophfla (42).

Regulaoidn de la aetividad de la nitrato reductasa

El mecanismo de la regulacién de la act!?!dad‘&l
la nitrato reductasa ha sido, y es en la actualidad, uno
de los aspectos més debatlidos e interesantes no sélo éc!
metabolismo del nitr8geno nftrico sfino de la regulacién

metab8lica en general.

En trabajos previos reallzados en nuestro Depar-

tamento se habfa puesto de maniflesto que 12 adicién de

amonlaco & un cultivo de e¢élulas de Chlorella fusca (40,

43) o de Chlamydomonas reinhardl (41) creclendo en la luz
con nitrato determinaba ls rfplda Inactivaclén de la se ~

gunda mitad (FMuz-a!tratn reductasa) del complejo NADH-nl
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trato reductasa sin afectar a la actividad NADH~diafora~
sa. La posterlor eliminacién de! amonlaco del medio con~
ducfa, de forma fgualmente réplda, 2 la resctivacién del

enzima tnactivo.

La nitrato reductasa de Chlamydomonas fnactiva-

da in vivo por amonlaco puede ser inmedlatamente reactfi-

vada In vitro por oxidacién a 02C con ferricianuro. Bajo

las mismas condicliones, el nitrato causa también la reag

tivacién del enzima inactivado [n vive, pero a una velo-
cldad méis lenta (h1). Posterformcnte LOSADA y col. (%&)‘
han puesto de maniflesto que la n!tr-tn reductasa de es~
te alge se inactiva In vivo por tratamlentos que provo ~
cen la acumulacién de poder reductor dentro de la. céluy~

la vy, en consecuencia, le reducclén del enzimes,

La conversisn In v{t#o de 1s forma activa de la
nltrato reductasa de Chlamydomonas en la forms Inactiva
depende de su raéucéiﬁn por NADH. La trannfargual&n es
revctslble, y el gnitna {nactivado In vitro se vuelve dn
nuevo ripfdamant§ activo después de su kaoﬁ!dtalén con

ferricianuro (41,44),
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Usando una preparacién parclalmente purlficada

de nitrato reductasa de Chlorella fusca en su forma ac~

tiva se ha demostrado (45) que la inactivacién por NADH
de la FRH,«nltrato radue:aﬁa requiere que la NADH-dfafo
vrasa sea activa, y que la velocidad de inactivaci8n au~
menta con el pH, La forma activa del enzima se puede
tambi&n Inactivar de forma reversible por tloles sim =

ples y por sulflto (46,47).

RIGANDO ha estudiado la nitrato reductasa del ii*

ga acidéfila termoffliica Cyanidium caldarium y ha encon -

trado que in vivo el enzima activo puede ser reversible~
mente transformado en su forma Inactiva por el amonlaco
(43). In vitro, 1a nitrato reductasa latente se reactliva-
ba por sl calor y por tratamientos con fosfato, urea y
p-cM8 (49). E! mismo autor ha sugerido en posteriores tra
bajJos {50,51) que la Interconversién de la nitrato reduc-
tasa puede representar un mecanlismo reguledor de la asiml
lacién del nitrato, vy que el amonfaco, o un compuesto de-

rivado del mismo, puede controlar este mecanismo,

VENNESLAND y su grupo (52,53) han encontrado que



1a nitrato reductasa de Chlorells vulgaris asparece sismpre

en los extractos crudos en una forma Inactivae que puede
ser activadas an prasenclia de nitrato y templn fosfato de
bajo pH. £} mismo grupo ha puesto de maniflesto vcstar!dr*
mente {(54) que la activacién de la forms Inactiva de la n}
trato reductase ds Chlorella vulgaris requiers un agents
oxldante y se lohibe por €0, EI NADH y NADPH producen la
Inactivacién casi totsl del enzima no purificado (52), pe-
ro dichs Inactivacisn es s8lo parclal an preparaciones par
clalmente purlficsdas. La adlcién de un componente, separs
do del extracto crudo, de bajo peso molecular suments ol ‘
sfacto Insctivante de los plridin-auclieftidos reducidos
sobre la nitrato reductasa #arcla!ncata purfflcada (85).
Recientemente, el misme grupo ha comunicade (56) que es ng
cesarfia s adlicidn de clanuro a una preparacién de nitratoe
reductasa altamente purficada pars que el NADH produzcs,,
de forma réplda, la ¢uav§rntau‘rovarslb!u de 1a forms ag~
tiva en la forma inactiva, sugliriende que el clanuro pue~
de ser el compuesto de balo peso molecultar, dlalizable del
extracto crudo, que potencla el efecto Inactivente del pl-~

ridTn~nucledtido reducldo,
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£l fendmeno de 1a Interconversién metab&!!¢a de
1s nitrato reductasa no es exclusivo de las algas, y ha
sido, lgusimente, puesto de maniflesto en baeter!a#, hon
gos y plantes superlores, Le nlitreto reductasa de Azote-

bacter chroococcum (57) se insctiva répldamente por el

sgente reductor ditlonlto en presencla de bajas concen-
traclonas de nitrato, £l clenate, un Inhibidor cémpqtféﬁ
vo respecto el nitrate de la nitrato reductasa de uéra:‘
fuentes (15,21,53), puede proteger contra le Insctlivacién

por ditlonito y nlitrato y pueds rayertiriel proceso una

vez que ha ocurrldo. El! enzima de 1a levadura Teru!epiis

nitretophlila (58) puede Inactivarse por preincubacién

con metilviol8geno reduclido por ditionlito, v el enzima
reduclido puede reactlvérse instanténeamente por adicién

de ferricianuro o por alreacién. Reclentemente (59) se ha
puesto de manifiesto la existenclies de dos formas Intercon~
vertibles de una MADH=nitrato reductasa de la bacteria ni~

trificente Nitrobacter agills. E! enzime se puede Inactl-

var por prelfncubeacién con NADH, pero no con NADPH, Por
otra parte, una serle de compuestos oxidantes, tales como
nitrato, ferriclanuro, Nap* Y QAB?*, son capaces de prote-

ger contra dicha inactivaclién e Incluso reactivar el enzl~



ma Inactlve.

Parte de los resultados que se presentan en este
trebajo muestran que la nitrato reductasa del algs verde

Chlorella fusea estd suJeta a regulacién por oxldecidn y

reducci8n, F1 complelo enzimltico puede oxistir en dos
formas Interconvertibles tanto In vitro como in vivo: ume
activa, que se inactiva por reduccién, y otra tn&cttvi;A
que s actlva por oxldeacién. El proceso de !nt«rcanyur -
si8n In vivo estd estrechamente relacionado con las reac-

clones fotosintéticas proplemente dichas,

En orgenlismos fotosintéticos, la actividad de
clertos enzimas claves en ol metabollsmo del ﬁﬂg astd tem~
biér controlada,al parecer, por el estado redox de la cdly

1a, 61 cual depende de la transiclién luz-oscuridad (60),

La ribulosa 1,8~difosfato ocardomilasa, que catall
za 1a Incorporaclén de caz & la ribulosa~!,5-dlfosfato en

ol clclo de Calvin, es un enzima que se sctive por la lus
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(61). En &) paso de luz a oscuridad, la velocidad de flja~
clén de £o, dismlnuys cast Inmedlatamante en células de
Chlorella, vy 1a nusva exposiclidn a Ta luz hace que aumente

s velocldad da fljlaclén de cna en un tlempo wmuy corto.

La gliseraldaride 3-fosfato dasiidregenasa (GPRH),
que catallza Ya reduccidn de! fcldo 1,3-difosfogllcérico
a 3~fosfoglicaraldahldo, esté tamblén sometlids a un nu«i*‘
nismo de regulacién por la luz. Existen dos tlpos de este
enzima: unc dependiente de TY que se encuentra en teji~
dos fotosintéticos y ne fotosintdtlicas, y otro dependlente
de &Aar*, que s8lo estd presente en materiales que conti~
nen cloroflla. Parece ser que la GPDH dependiente de waoe®
estd Impllicada en la conversién da 3-fosfoglilicerato a
triosa fosfato en el clclo reductivo de las pentosas-fosfa
to, misentras que la sctividad dependlienta de NAD® ests 11-
gada solamente 2 la ruta glucolftica., Se ha puasto de wmani-
flesto (62) que cuando un cultlvo de células de Chlamydomo-

nas _relnhard! se pone en la oscuridad desaparsce completa~

mente la actividad GPDH dependlente de nase* y suments la
astividad de! enzima dependlante de naD™. Cuando las cdlu~

las cultivadas en la oscurldad se ponen en la luz hay un



34

aumento en la actividad del enzima dependlente de MAQP‘ 4
una disminuci8n concomitante en la dependiente de U
Sobre la base de estos resultados se ha sugerido que es-
tos enximas nuedean ser Interconvertibles, y que la cﬁn‘?
varsidn de 1a forma dependlente de naD* & 1a d;pqndfnutc
de uAne® ests medlade por la lux. Posterlformente, se ha
danostrado que el NADPH es ciipax de producir In vitro el

mlsmo efecto qua la Yuz provocs In vive (63).

La fruotoea difosfatasa, que, en el ciclo de Cal-
vin, cataliza la conversifn de la fructosa-difosfato en
fructosa-6+«9P, tamblén parece estar regulada por ls luz,

La activided de FDPasa on células de Euglens grecilis

(64) cultivadas en la oscuridad es muy pequefia. Cuando

Tas c8lulas ca!t!vaau; en la oscuridad se #ﬁtcn a la lux,
1a activided FDPasa aumenta paraleiasmente » la formactién
de cloroflila. En cloroplastos de espinaca BUCHANAN y col.
(65) han encontrado que 1a activecién de 1a FOPesa requlie~
re ferredoxina reduclda, un factor araéaiaa y~ﬂe**p La for
macién de ferredoxins reducids por las rescciones fotequl-
micas activarfa la FOPasa. La transicidn a la atcurld;d

detendrfs la reduccién de ferredoxina y por tanto dismlinul~



rfa la sctividad de la FDPasa.

~ Por ditimo, ribulosa s~fosfato quiuaqa, otro enzi~
wa del cicle reductivo de las pentosas-fosfato, parece tam=
bldn astar somatido a regulacl n por la luz. Se he putgte
de manlfiesto que al AMP inhibe la fljacidan de 9&2 ﬁapia*
diante da &YP‘an extractos crudos de varlios organismos fo-
tosintéticos y quimiosintécicos (66) locallzéndose este
efecto sobre 1a ribulosa S~fosfato quinasa. Por ntra‘tada
ss ha demostrado que el NADH también estimula 1s fljlacidn
de CO, afectando al mismo enzima. La ribulose 5-fosfato
quinases respondes cooperativaemente al ATP, uno de sus sus~
tratos, y al HADH, un efector positivo. Seglin estos resul~
tados, la fijecién de CO, -y la sctividad de la ribulosa
S5-fosfato quinasa~ estarfa ragulada por el estsdo energé-

tico y redox de la c&lula, Inducldo por le luz,

En «) pressnte trabajo hemos estudiado la regula-

¢ién del complejo NADH-nitrato reductasa de Chlorella fusca,

tanto in vivo como In vitro, con objeto de ssclarecer sl

mecanismo de Inactivecisn de dicho enxima por el smonlaco.
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Tembi&n hamos hecho un estudio profundo de 1s mlitad NADH~
diaforass, lo que nos ha permitido comprender con mayor
detells la particlipacién de esta primers asctividad enzimf

tica en 1a regulacién del complejo.

Parte de este trabsjo hs sido ys publicado (68)
© se sncuentra en vias de puhltaac!éa (69), hablendo sido
tamblén odjeto de comunicacliones en coagrutas naclonales

(70,71) ¢ internacionales (72,73).



I1. MATERIALES Y METODOS



. CULTIVO DE LAS CELULAS

1.1, Material y medio de cultivo

El microorganismo utilizado en el presente traba-

Jo ha sldo el algs verde Chlorella fusca Shihira et Krauss

(=t. pyrenoldoss Chick 211-18) procedente de la coleceidn

Pringshelm de Gottingen.

£l medlo de cultivo era esencialmente ol misme
que el dascrito por KESSLER (74), salvo modificaciones,
y contenfa los siguientes compuestos a las concentraclo~

nes que se Indlican:

uo3x. 8 mA; CiNa, 8 mN; ?6&ﬂﬁaz, 10 mi; rohnzau,;
10 mM; Sekﬂg, 1 mM; Giztu, 0,1 mN; sogru. 20 uM; ﬁ!znu. )
2,85 uM; lﬂ;ﬂs, 8 uM; $0,1n, 0,7 uM; HoD,Na,, 0,1 R ¥
EDTA, 354 uM.

Este medio se uss sin esterillizar ya que, 8l no
contener fuents de carbono y dada la gran mase de células
de Chlorells que se utilizé como InSculo, la contaminacién

ers mfnima, come se comprobs por examen microscéplco dal
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cultivo.,

Para la preparacidn de) InSculo se partis de cé~
lulas cultivadas sobre agar, o blen de leas procedentes de
anterfores cultivos on medlo 1fquido. Estas células se
cultivaron a 255C en tubos con 250 ml de medle por los.
que se haclan pasar una corrlente de alre conteniendo un
5% (v/v) de €O,. La [luminacién se hizo con tubos fiuorag |
centes de lux blanca que proporclionaban 1.200 lux en la

superficle del tubo de cultive.

En los experimentos de regulacién in vivo las ed
tulas se dejaron crecer en las anterfores condiciones hag
ta la fase exponanclal de crecimlento (A660 nm =« 1,5-3) |
Y. posteriormente, se sometlisron a los tratamientos indif

cados en cada caso.

En los casos en que se 1levd a cabo unas purifica~
clén parclal del enxims (en experimentos de regulacién ;g
vitre), fué necesario obtener una mayor masa de células
para lo cual el algs se cultivé en frascosde Roux de 1 1}

tro de capacidad.
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1.2. Condliclones especlales de cultive

En los experimentos que impllicaron tratamiento con
arsenlato, el fosfato s8dico se puso a concentracibn dlex

vegces menor, es declr, 2 aM,

E! cultivo en la oscurldad se realizd colocande
l1os tubos en unos cllindros de gartén tatnlnaati cubler=

tos por papel de sluminio.

En aquellos experimentos en que se suprimié la
alreaclén, los cultivos se gasearon con argon que |levabs ‘
un 5% de eez‘

1.3. Medida dol crecimiento

£l crecimiento celular se determing uldt&tua&u‘

ls sbsorbancle 8 660 nm en alfcuotes del cultivo.



A

2. EMZIMAS

2.1, Preparaci8n de los extractos libres de células

Las células se recogleron en su fase exponenclal
de crecimlento. Para separarlas del medio de cultivo, se |
centrifugaron durante 5 minutos a 13.000 x. g. Las célu ~
las recogldas se resuspendieron en 40 m! de agus destila~
da y se centrifugaron a continuaclén durante 5 minutos a
27.000 x g. Se recoglé el sedimento de células lavadas y
se rompleron a 42C en un mortero con aldmina en la propor-
cidn aproximada de 3 gramos de aldmina por cada gramo de
célules. E) material roto se extrajo con tampén Tris~ClH
50 mM, pH 7,5, en la proporcién de 8 ml de tampdn por ca-
da gramo de células. E! materlal extraldo se centrifugd
durante 15 minutos a 47,000 x g v el sobrenadante de cktg
centrifugacién eénstituy& el extracto crudo !lhri éu‘c£)u~
las para la determinacidn de actividades gni!nittzas o pa-

ra 1a purificacién del enzima.

Las centrifugaclones se realizaron en una SORVALL

RC2-8 refrigerada.



2.2, Purificaclén parcial de la nitrato reductase

Ls nitrato reductasa se purificd » partir de los
extractos crudos libres de célules segin ol método ya deg
crito previamente para este algs (7,9), con algunas va -

riantes. Los pasos fundamentales fueron:

2,2.1, Tratamiento eon sulfato de estreptomioina

Al extracto crudo llbre de células se le afadlé
gota & gots una disoluctén 0,1 X de sulfato de estreptom]
cins en la proporcién de 2 nl de la disoluclién de estrep~
tomicine por cads 20 ml de extracto. Despufs de 10 ulau?
tos a 03C y con aglitacifn ocaslonal, se centrlifugé duran~

te 10 minutos a 27.000 x g y se recogié el sobrenadante.

2.2.2, Preoipitacidn oon sulfato aménico

Al sobrenadante anterior se le afadlé una disoly
clén satureda de sulfato amdnico (ajustada a pH 7 con
HONH concentrado) hasta alcanzar un 50% de saturacién,
Despufs de mantener la mezcls durante 15 minutos & 0%¢C 7
con aglitacidn ocasional, se centrifugsd durante 10 minu -

tos & 27.000 x g.



El precipitado obtenido ss resuspendid en Tris 50
mN, pH 7,5. Con este preparacidn se reallizaron algunos de

los experimentos que s» describen més adelante.

2.3, Ensayo de actividades snziméitices

2,3.1. Determinaoidn de la aotividad §ADH-nitrate tcduataca

€sta actividad se ensayd medlante la medida de)
nitrito formado en una mezcla de reaccisn que contenfa, en

un volumen de 1 ml, Tris~CIH 100 mM, pH 7,5, KO K 10 mM,

3
NADH 0,3 mN y l1a preparacién enzimfticas (3,7,75). Después
de incubar a 304C durante 10 minutos, la reaccién se dntnvén
ahadlendo 1 ml de reactivo de sulfanllamids, segulda de 1la
adlcidn de 1 ml de reactivo de N(=naft!l)etiléndlomina (76).
Le mezcla se completd con agua hasts un volumen de 5 ml y

se de}8 desarrollar el color durante 10 minutos antes de la

lecturs en a! fotccolorfmetro.

Se toma como unldad de nitrato reductass la cantl
dad de enzima que, on Yas condlcliones standard del ensaye,
catalize 12 formacidn de | ymol de sa; por minuto, y como

unidad de asctividad especfflica el ndmero de unidades de en-
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zima por mg de protefna.

2.%.2. Daterminagaidn de la aotividad Fﬂxz~ni*vato reduc~—

taqsg

La actividad FNH,<nltratoe reductass to‘dbtcrggr_k
nS del mismo modo que la NADH-nltrato reductasa, pero
usando en este caso como donador de electrones FMN (2 @n)
reducido con $,0,Na, ( 8 mg de $,0,Na, en 1 ml de una di-
solucién de CO,HNa de 8 mg/ml). La reaccién se detuvo me-
dlante agitacién vigorosa hasts que ot'sznhuaz se oxldé
por nompiuze y aparecld en la mezcla de reaccién el n»!ori

amarillo del FMN oxidado (75).

Le unidad de FNH,-nltrato reductasa se definié :

fgual que la de NADEenlitrato reductasa.

2.3.3. Determinacién de la aectividad NADE~diaforasa

Esta actividad se ensayd, segin el método dn:ef?*y
to previamente en este laboratorlio (77,78), midiendo espec
trofotométricamente la velocidad de reduccién del cltocro-

mo ¢. La mezcla de reaccidn contenfa, en un volumen final
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de 2 ml, Tris~ClH 100 wM, pH 7,5, HADH 0,15 mM, cltocromo

€ 0,06 mH y la cantidad sproplada de enzima.

La unldad de NADH~-dlaforass se toma como la can~
tidad de enzime qus, en las condlcliones de! ensayo stan -

dard, catallza la oxidacién de 1 umol de NADH por minuto,



3. METODOS ANALITICOS

3.1. Determinacién de nitrito

El nitrito formado se determind por la reacelén
de diaxzotacidn de GR!ESS-YLO$VA?. segin el método de SNELL
y SNELL (76), a partir de una recta de callibrado construl-~

da con concentracliones conocldas de nitrito.

3.2. Determinacidn de amoniaco

El amonifaco se determind colorimétricamente con
el reactivo de Nessler, después de destilario en medio 389 ,
sico y fljarlo en SO, H, 0,01 N, segln el método de CONWAY
(79).

3.3%. Dit;rminacl&n de protefna

Para Ja determinac!én de la cantidad de protefna
se slgulé el método de LOWRY et al (80), utlilizando ovoal~

bimina como protefna patrén.

En las preperaciones enzximfticas que contenfan

sulfato aménico, la protefna se determind segin el método
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WARBURG y CHRISTIAN (561},

3.4, Determinacién espectrofotomdtricas

$e utilizaron indistlntanonta nspuatrofatﬁuut#ei‘
Beckman DK-2A & Pye Unlcam SP 1800 para medir la reduceién
del cltocromo ¢ a 550 am, asf como para las demds medidas
de absorbencla a longlitudes de onda correspondientes al

witravioleta,

Las medidas de compuestos coloreados se realiza-
ron en espectrofotdmetros Bausch & Lomb Spectronic 20 &
Spectronic 700. £1 producto coloreado que sparece al valo~
rar el nitrito se midid & 540 nm y el que aparece al d-tag

minar 1a protefna por el método de LOWRY se loyS & 500 nm.
€l coeficliente de extincién molar del cltocromo ¢
reducido a 550 nm y pars un paso de luz de | cm es de

28 x 10°,

3.5, Determinacidn de pi

E) pH de las discluclionas, mezclas, tampones y me~

dios de cultivo, se determind con un medidor de pH Beckman
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modelo Expandomatic 6 con un medldor de pH Mathrom nﬁéu%ﬁf

E~-512 con escala expandida,
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h. REACTIVOS

h.1. Procedencls de los productos gqufmicos

Los plridfn-nuclestidos, flavin-nucleStidos, nu-
cleStidos y nucleSsfdos plricos y pirimfdicos, Tris, mena~

diona vy g*h!drextuareurlyonxanzo se obtuvieron de SIGMA,

St. Louls, USA; el clitocromo ¢, de SERVA, Heidelberg, Alema

nfaggcl ferriclanuro potésico, sulfato aménico, arsin}ato
s8dico, clorhlidrato de metilamina, azida, clanato y carba-
mil fosfato, de MERCK, Darmstadt, Alemania;: la aliimica de
grado bacterfol8glico ampleada en la rotura de células, de
ALCOA, Arkansas, USA y el sulfato de estreptomicina de la
Cla. Espaficla de Penlciiina. E! resto de los produetoa'uti
1izados se adquirlieron a las firmas SIGMA, MERCK, a!EDSLyy

CARLO ERBA, siendo todos ellos de grado analftlco.

El agus destiladas para preparar las disolucliones
lavar el materlal de laboratorio era agua desionizada por
camblo 46ntco en un dismtucra!izador SETA tipo R~100 serle
2/67.

El CO, fué suministrado por Coromina Industrial

el gas argén provenfs de la S.E.O.
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1. REGULACION DE LA ACTIVIDAD FK&;*NQTR&TQ REDUCTASA DEL
COMPLEJO ENZIMATICO NADH~NITRATO REDUCTASA DE Chlore-

1la fusca

1.1. Interconversién in vitro entre les formas sctivs e

inactiva de la nitrato reductasa de Chlorella

1.1.1, Ingetivaeidn reversible por loe piridin~nuclebti~
dos reducidos

La Tabla | muestra el efecto de los pliridfn-nu-
cleStidos sobre las distintas actividades del complejo
NADH«nltrato reductasa de Chlorella. Como puede observar-
se, tanto el NADH como el NADPH -§ste en menor grado- pro
dujeron la Inactivacién de lo ?ﬂazv y MADH-nitrato reduc~
tasa, no observiéndose ningdn sfecto sobre la NADH-diafors
sa. Las formas oxidadas de ambos piridfn-nuclebtidos no
afectaron de modo significativo @ ninguna de las tres sc-

tividades.

En la misma Tabla se puede ver que ol f&frluf;nu*
ro potésico, agente fuertemente oxidante, provoca la react]
vacién cas! Instanténes del enzims Inactivado por reduccién

con NAD(P)H.



"TABLA |

EFECTO DE LOS PIRIDIN NUCLEOTIDOS REDUCIDOS SOBRE LAS TRES ACTIVIDADES DEL COMPLEJO

ENZIMATICO NADH-NITRATO REDUCTASA DE Chlorella

Actividades relativas (%)

Adicidn NADH-NO_Rasa ~ FNH,-NOjRasa NADH-diaforasa
Tratada con Tratada con
Fe(CN)Z' * Fe(CN)g-
Ninguna 100 100 100 100 100
NADY 89 97 95 98 97
NADH 18 94 25 101 104
NADPT 102 92 99 102 96
NADPH 25 98 36 98 101

El enzima parcialmente purificado (1 mg) se preincubé durante 4 horas a 0%2C,

volumen de 1 mi,

con 300 umoles de tampdn Tris-ClH,

pH 7,5 vy

los nucledtidos

dos a la concentracidn de 0,3 mM cada uno. Las actlvndades enzimdticas se determina
ron en alfcuotas de 0,1 ml tomadas de las correspondientes mezclas de preincubacién

Y. se expresan como tantos por ciento de las del control sin adicidn.
%

Las mezclas se incubaron con ferricianuro pota5|co 0,3 mM durante 2 minutos a 02¢C
antes del ensayo de la actividad.
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Fig. 1. Efecto de la concentracién de NADH sobre la inac-
tivacidn reversible de la nitrato reductasa de Chlorella.
El enzima (2,1 mg dé'extracto crudo) se preincubd durante
1 hora a temperatura ambiente en 1 ml de tampdn Tris-ClH

0,5 M, pH 7,5, 10 uM en FAD con NADH a las concentracio =
nes indicadas. Las actividades de NADH-nitrato reductasa

se determinaron,'antes (o) y después (@) de tratar con fg'
rriciénuro, en alicuotas de 0,1 ml tomadas de las éorres—
pondientes mezclas de preincubaciSn Yy se expresan como

tantos por ciento de la del control sin NADH.



La Inactivacién de la nitrato reductasa por prein~-
cubacidn con NADH & NADPH es dependlente de la eeacoa&radlia
del piridfn-nucledtido., La Ffgura 1 muestra el efecto de é!?
ferentes concentraclones de NADH sobre la actividad NADH-nl-
t}atu reductasa. Se observa que la Inactivacién es mayor a
medida que aumenta la concentracién dc’ﬂAaﬁgytlcgsnéﬁ't ncf
précticamente total a partir de una concentraclién d.,é,eé‘uu,
En Ya misma Flgurs puede también oha;rvafso qut,‘tn todos
loes cesos, el tratamiento con ferricianuro produjo la riteti

vacién del enzima Inactivo,

1.1.2, Reaotivacién por farriciaa#ne de una brayaraaidu de
nitrato reductasa inastiva carente de actividad dia-

fordeica

La Tabla 11 muestra que el ferriclianuro potéisico
provoca la reactivacl8n de la nitrato reductasa Inactiva,
cuya actividad dlaforfsica he sido previamente [nactivada
por tratamlento térmico. Estos resultados sugleren que la
acclén del ferricianuro puede tener lugar directamente sos
bre la actividad FNH,-nltrato reductasa sin el concurso de

la NADH-dlaforasa (cf, 82),
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TABLA 11

REACTIVACION -POR FERRICIANURO DE UNA PREPARACION DE NITRATO

REDUCTASA DE Chlorella INACTIVA Y CARENTE DE

ACTIVIDAD DIAFORASICA

Actividades enzimidticas {(mU/ml)

Tratamiento FNHZ-N03Rasa NADH-diaforasa

Tratada con

Fe(CN)Z" )
Ninguno; 11 92 285
Enzima calentado - 9 86 3

El enzima (extracto crudo de 2,7 mg de proteifna/ml) en su
forma inactiva, se dividié en dos porciones, una de las
cudles se calentd a hseag durénte 5 min. Las actividades en-
zimdticas se determinaron en alicuotas de 0,1.m! tomadas de

las correspondientes fracciones.

ot

Las preparaciones enzimdticas se preincubaron con ferricia
nuro potdsico 0,3 mM durante 2 minutos a 0°C antes del ensa

yo de actividad.
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Fig. 2. Reactivacidn por DPIP de una preparacién de NADH-
nitrato reductasa inactiva de Chlorella. 2,8 mg de enzima
inactivo parcialmente purificado se preincubaron a tempe-
ratura ambiente, en un volumen de 1 ml; con 150 umo]e§ de
tampén fosfato, pH 6,7 y DPIP 0,7 mM. A los tiempos indi-
cados, las actividades de NADH-nitrato reductasa se deter
minaron en alfcuotas de 0,1 ml tomadas de las correspon -
dientes mezclas y se expresan como tantos por ciento de

la actividad del enzima tratado con ferricianuro.
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1.1.3. Reactivaoidn por 8,68~diolorofencl indofencil

El OPIP, otro compuesto oxidante, diI8 también lu-
gar a la resctivacién de la nitrato reductass Iinsctiva. En
efecto, como se observa en la Ffgura 2, el DPIP reactiva
paulatinsmente con el tlempo a la nitrato reductasa Insctl
ve hasta alcanzar un miximo estaclonarfo & los 40 minutos
de prelncubacién. La actividad del enzima sin OPIP no st“

alterd précticamente durante ese tlempo.

1.2, Regulacidn in vivo de la sctividad de

ductasa de Chlorella

Los resultados que se describen a continuscién po
nen de msniflesto que la adiciSn de smoniaco, metiloming o

arseniato a un cultivo de Chlorells fusca, creclendo en la

luz con diSxido de carbono y nitrato, provoca la répldes
tnactivacién de ls nitrato reductasa por conversidn de leo

forme sctiva {(oxldada) en otras Inactiva (reduclda).

1.2.1. Inaotivaaidn reversible de la nitrato rtdueﬁ¢¢¢ par‘

el amondaoe

La Figura 3 muestra la Inactivacién In viva de In
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a----5 NADH - diaforasa

ADICION "IN VIVO" DE 0——0  NADH - NOjRasa
AMONIACO

100 -2 ®—0 FNH2 - N03Rasa

o}

60 -

ADICION "IN VITRO* DE
[
(')/ FERRICIANURO

ACTIVIDAD ESPECIFICA RELATIVA (%)

20 A

-

T T

0 4 1 2 -3

TIEMPO (horas)

.Fig. 3. Inactivacidén in vivo de la nitrato reductasa de
Chlorella por adieidn de amoniaco y reactivacidn in vVi-
tro por ferricianuro. La primera flecha indica el tiem-
po en que se afiadié el amoniaco (16 mM) a un cultivo de
células en nitrato bajo las condiciones descritas en ME
todos. La segunda flecha sefiala la adicién in vitro de
Fefricianuro (0,3 mM) al extracto crudo. Las activida -
des enzimiticas se determinaron en los correspondientes

extractos libres de células a los tiempos indicados.
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nltrato reductasa (ensayada como NADH-nitrato reductasa §
FNH =nltrato reductasa) después de la adicidn de amoniaco
a un cultivo de células de Chlorells creciendo en la luz
con nitrato. Se observa que la presencla de amoniaco en
el medlo provoca, en un perlodo de tlempo relativaments
breve (2 horas), la Inactivacisn de la FNH,-nitrato reduc

tasa sin afectar sensiblemente a la actividad dlaforésica.

La nitrato reductasa Inactivada por adlclién pre-
via de amonfaco al medlo de cultivo, se reactiva de forma
casi Insténténea por tratamiento, In vitro, con ferricia-

nuro,

1.2.2. Inactivaeién reversible de la nitrate reductasa por

el arsentiate

El amonlaco, producto final de la ruta metabdil-
ca catallzada por el sistema reductor de nitrato, tlene
la Interesante propledad de actuar como un efectivo desa-
coplante de 1a fotofosforilacién no cfclica (83), estimu~
lando el flujo de electrones. En las experiencias tutér!g
res hemos visto que la nitrato reductasa en su forma act}

va puede transformarse en su forma Inactiva tanto invvt,~
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tro, por adicién de los piridfn-nuclebtidos reducidos, como
in vivo, por la presencia de amonlaco en el medio de ﬂu!tféf
vo. En ambos casos, el enzima fnactivo puede reactivarse in
vitro por reoxidacién con ferriclanuro. Estos hechos nos |
condujeron a la hipStesls de que el efecto Inactivante del
amonlsco sobre la nitrato reductasa fuese debido a una re =«
ducci8n Indirecta del enzima como consecuencia del aumento
del nivel del poder reductor en la célula provocado por su

acclién desacoplante.

En consecuencia, era [nteresante estudlar eanpié
rativamente o) efecto in vivo de diversos desacoplantes de
la fosforllaclidn fotosintética sobre la actividad de la ni-

trato reductasa.

E! arseniato ha sldo descrito (83) como un desa~
coplante de la fotofosforilaciédn no clfclica en cloroplastos

alslados.,

La Fligura 4 presenta la Inactivacién In vaa,dc
1a nitrato reductasa (ensayada como NADH-nitrato reductasa

4 como FNN2~n3trnto reductasa) despudés de la adiclién de ar-
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Fig. 4. Inactivacidn in vivo de la nitrato reductasa de
Chlorella por adiecidn de arseniato y reactivacidn in Vi-—
tro por ferricianuro. Las condiciones experimentales
fueron idénticas a las de la Figura 3, excepto que, en.

vez de amonfaco, se usé arseniato (30 mM).
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senfato (30 mM) @ un cultivo de células de Chiorella cre~
clendo sn la luz con nitrato como fuente de nitrégeno. Se
observa que, al lgual que en el caso del amonlaco, su pre
sencia en al medio de cultivo provoca la Inactivacidn de
la FH,-nitrato reductasa sin afectar de manera significa
tiva a 1a actividad NADH-dlaforasa. La nitrato reductass
Inactivada de esta forma se muestra tambi&n sensible &l
tratamliento por ferriclanuro, reactivéndose por dicho

agente oxidante,

1.2.3. Imaotivacidn reversible de la nitrato reduotasa por

la metilamina

La'uct!ltniun también ha sido igualmente descrita
como potente agente desacoplante de la fosforilacién fotosfn
tética (84). La Figura 5 muestra el efecto de la adicién de
metilamina a un cultivo de c&lulas de Chlorells creclendo en
ia luz con nitrato. Se observa qus d!ché agente desscoplante
dé lugar & la Inactivacién de la FNH, ~nitrato reductasa, y
por tanto de la NADH-nitrato reductasa, que llega & inactl -
varse totalmente al cabo de unas horas de tratamiento, Como

puede observarse en la misma Figura, la metilamina no produ-
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Ame—~s NADH -diaforasa

o
o
1

o——o0 NADH -NOBRasa

\ o—o FNH,-NOjRasa
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Fig. 5. Cinética de la inactivacidén de la nitrato reducta-
sa por la metilamina en células de Chlorella. La flecha in
dica el tiempo en que se anadié la metilamina (30 mM) a un
cultivo de células en nitrato bajo las condiciones descri-
tas en Métodos. Las actividades enzimiticas se determina -
ron en los correspondientes extractos crudos a los tiempos

indicadés.
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Fig. 6. Inactivacidn in vivo de la nitrato reductasa de
Chlorella por adicidén de metilamina Y reacttvaéton in i

vitro por ferricianuro. Las condiciones exper:mentales

fueron las mismas que en la Figura 3, excepto que, en

£ L

vez de amonfaco, se usd metilamina (30 mM).
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Jo cambio apreclable en el nivgl de la NADH~dlaforasa,

| Como en los casos anterlores, el enzima Inactivo
por adicién de metilamina al medio de cultivo, puede tam -
bf&n,rnaat!varua‘in vitro por reoxidacién con ferriclanure

(Figura ).

| Con objeto de ver si la metllamina podfa ttrvlr
como fuente éc nltr6geno a las células de chlartiia. se cul
tivé el alga en medios de cultivo con diferentes fuentes de
ntiréneaa« El crecimiento, estimado ﬁor ibserbtnﬁln a 660
nm, se muestra en la Figura 7. Puede apreclarse un gran anf
ralelismo entre las curvas de crecimliento en nitrato y amo-~
nfaco. En el cultivo con metilamina como fuente de nitrége~
no no hubo ¢recimiento durante las primeras 40 horas, piru,
a partir de este periodo las células comenzaron a crecer de
forma exponenclal, si bien con turbidex y formacién de gru-
mos. A fin de Investigar la razdn de este creclmiento des -
pués de dlicho perfodo, se ensayd la posible presencla de
amonfaco en el medlio de cultivo, observindose que el comien
zo del crecimiento ¢atn¢tdfu con la apariclén del mismo en

el medlo,



10 1
8 -

¥y
o_—&—

do ////fz ‘///4

i 4
. e

! | é A

i 2-

: /e

f ¢ )

a

ABSORBANCIA A 660 nm

~-nitrogeno
enitrato

«amoniaco

emetilamina’

L
-0 20 40 60 80 100 120 140 HlSO

TIEMPO (horas)

Fig. 7. Crecimiento de Chlorella fusca en medio con meti-

lamina como fuente nitrogenada. Células procedentes de un
indculo en nitrato se cultivaron en diferentes medios con
las fuentes de nitrégenovindicadas en la Figura a la con-
centracién de 8 mM cada una. A los tiempos indicados se

determiné la absorbancia a 660 nm,
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1.2.h, Proteoceidn por menadioma aontra la imactivaeidn por

~amoniaso de la mitrato reductasa

Con aatcr}artdad hemos éfsto que diversos agen-
tes &asnaok!aat;s d§ la fntofosf#rf!aet&n no cfclica *quc‘
eaasah dlkiet;mnnte 1s elevacién del pédur reductor de la
wiiu!a~ producen In vive la Inactivacién de la nltraia,r¢~
ductasa, Por tanto la eliminacién de dicho poder reductor
a medida Qﬂu'ia‘vi fnrman&o, deberfs obviar la Insctlva w
cién ée%~nn:tma.‘La vttautaé x! (minaaiona) tiene la pro =
pledad de fotooxidar el poder reductor producido en la f¢~‘ )

tofosforilacién no cfcliica (85).

‘En Y& Tebla 11l se muestra que, en prutcaela de
menadiona en sl euttive, no se producfa lnactivacidn de la

nitrato reductasa por adlclién de amonlaco,

1.2.5. Proteecaidn por memadiona eontra la imactivacidn ﬁ@r

areentato de la nitrato rtduat&ca

La Tabla IV muestra que la presencia de menadio~
na Impide la inactivacién de la nitrato reductasa al afadir

el agente desacoplante arsenlato al cultivo de Chlorella.
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TABLA 111

- PROTECCION POR LA MENADIONA CONTRA LA INACTIVACION in vivo DE

LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella POR ADICION DE AMONIACO

Actividades especificas relativas (%)

Tratamiento

NADH- FNHZ' NADH-
N03Rasa N03Rasa diaforasa
Control . | | 100 100 100
mas amoniaco 18 . 20 92
bmésbamoniaéo, henadiona 145 , 120 97

Células cultivadas en nitrato bajo las condiciones descritas
en Métodos se sometieron durante 2 horas a los tratamientos
indicados. Las actividades enzimdticas se determinaron en
los correspondientes extractos crudos y se expresan como tan
tos por ciento de las del control sin tratar. Amoniacb, 16

mM; menadiona, 0,5 mM.



69

TABLA 1V

PROTECCION POR LA MENADIONA CONTRA LA INACTIVACION in vivo DE

LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella POR ADICION DE ARSENIATO

Actividades especificas relativas (%)

Tratamiento NADH - " FNH.- NADH-

2
NO3Rasa N03Rasa diaforasa
Control 100 100 100
mads arseniato - , - 25 . 14 71
mds arseniato, menadiona 106 : 91 81

Las condiciones experimentales fueron idénticas a las de la

Tabla I1l, excepto que, en vez de amoniaco, se usd arsenia-
to (30 mM).
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1.2.6. Protecaidn por menadiona sontra la tnaativacidn por

metilaming de la nitrato reductasa

Al'lqnnl qn§ en los dos casos anterlores, ;a§n~
do se aﬁ&dﬁé menadiona ol culttvo,'no se produjo Inactliva~
¢i6n de 1a nitrato reductasa por acclén de la metilamina

{(Tabla V).

,3,2;7;'84aat£uaciéa]£a vivo de la nitrato r:&uataaa‘éh‘prga

senoia de menadiona

Segln hemos Indicado, cuando se adlclona metila~
mina (u otro de los desacoplantes estudlados) a un cultivo
de células de Chlorella se produce la Inactivacién de la nl

trato reductass,

En la Figura 8 se muestra la Inactivacién In vive
del enzime a las 2 horas de haber afedido metilamina al cul-
tivo de células., Como puede verse, el enxima (nactivo se
reactiva répidamente cuando se remueve la metilamina del! me-
dlo de cultivo, siendo el proceso cas! Instantfneo en presen

clia de menadiona,



TABLA V

.

PROTECCION POR LA MENADIONA CONTRA LA INACTIVACION in vivo DE

LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella POR ADICION DE METILAMINA

Actividades especificas relativas (%)

Tratamiento NADH - FNHZ- NADH-

NO3Rasa N03Rasa - diaforasa

Control 1 100 100 100
maés metilamina 25 29 108
mis metilamina, menadiona ' 98 96 102

Las condiciones experimentales fueron las mismas que en la Ta
bla I1f, excepto que, en vez de amoniaco, se usdé metilamina
(30 mM).



a-~-—a NADH -diaforasa

@-——o FNH —NOBRasa

2

0——0 NADH - NO3Rasa

ACTIVIDAD ESPECIFICA RELATIVA (%)’

TIEMPO (horas)

Fig. 8. Efecto de la menadiona sobre la reactivacidén in vi-
vo de la nitrato reductasa de Chlorellg. La primera flecha
indica el tiempo en que se afiadié metilamina (30 mM) a un
cultivo de'células en nitrato bajo las condiciones descri-
tas en Métodos. La segunda flecha indica el "tiempo en que
se recogieron y resuspendieron dichas células en el medio
original de nitrato y en presencia o ausencia de menadiona.
" Las actividades se determinaron en los correspondientes ex-

tractos crudos a los tiempos indicados.
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1,2.8. Requerimiento de luz pare la inactivacidn por amo-

niaeo & metilamineg de la nitrate reductasa

Los resultados anteriores Indfcan que ¢! meca-
nismo de Inactivacién In vivo de la nitrato reductasa de
Chlorella, por accién de los agentes desacoplantes clta =
dos, estd intimamente relacionado con el proauia'dc Foto~
sintesis. Para ratiflcarlio estudlamos el efecto de estos

desacoplantes en asusencla de fuz,

- La Tabla VI muestra que en la» oscuridad, el ahow
nlaco no s8lo no ejerce ningiin efecto Inactivante sobre la
nitrato reductass, sino que Incluso produce .xttmulae!éu de

dicha actividad,

Anflogamente, la metileminas tampoco dié lugar a
la Inactivacién de la nitrato reductass cuando se suprimié

la tluminacién de los cultivos (Tabla Vil),

Como puede observarse en ambas Tablas, la NADH-

diaforasa no se afecta por los tratemientos.
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TABLA VI

REQUERIMIENTO DE LUZ PARA LA INACTIVACION in vivo DE LA NITRATO

REDUCTASA DE Chlorella POR ADICION DE AMONIACO,

Actividades especificas relativas (%)

NADH- FNH,_ - NADH=

Tratamiento
' 2
N03Rasa N03Rasa diaforasa
Control - 100 100 100
mas amoniaco, luz 23 31 91

mé&s amoniaco, oscuridad 200 195 93

‘Células cultivadas en nitrato bajo las condiciones descritas en
Métodos se sometieron durante 90 min a los tratamientos que se
indican. Las actividades enzimidticas se determinaron en los co-~
rrespondientes extractos crudos y se expresan como tantos por

ciento de las del control sin tratar. Amoniaco, 16 mM.
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TABLA V1

-

REQUERIMIENTO DE LUZ PARA LA INACTIVACION in vivo DE LA NITRATO

REDUCTASA DE Chlorella POR ADIC!ON DE METILAMINA

Actividades especificas relativas (%)

‘Tratamiento

NADH- FNHZ— NADH-

N03Rasa N03Rasa diaforasa
Control 100 100 100
mis metilamina, luz 32 31 104
‘ma&s metilamina, oscuridad 81 79 127

‘Las condiciones experimentales fueron idénticas a las de la Ta-
bla VI, excepto que en vez de amoniaco, se usbé metilamina (30
mM) . '
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1.2.9. I'nactivaoidn reversible de la nitrato veductasa por

anasrobiosis

El amonlfaco, el arsenlato y la metilamina tﬁﬁ,dg
sacoplantes de la fotofosforlilacién no cfclica, lncrtﬁdatag,‘
do como consecuencia el nivel redox de la c&lula y predu -
ciendo por tanto, de una forme Indlirecta, la ftnactivacién
reversible del enzima. Segln €sto, es l8gico pensar que sl
se suprime la alreacién del medlo de cultivo, las célules
acumularTan poder reductor, lo cual llevarfa consigo ls

inactivacion de la nitrato reductasa.

Como se observa en la Figura 9, la ellminacién
del aire de un cultivo de células de Chiorellas creciendo
en 1a luz con nitrato provoca la fnactivacién de la nltra~
to reductasa en un corto perlodo de t!umpb.rcu;ndc se‘r§a~‘
tablece la alreacidn, el enzima se reactlvs rSptdamente, 
haste alcanzar sy aﬁttvtﬁad original. E} nivel enx!uit!ee'
de &taforasa'a&,se alterd sensiblemente durante e] trata -

miento.

El snzima inactivado In vive por anseroblosis

puede reactivarse [n vitro por reoxidacién con ferriclanu-
ro (Tabla VIIL).,



(i

<
=
% 100 - o
< °
w (a
o
<
o .
i
o
L 60+
o A-w-an NADH -~ diaforasa
g 0——0 NADH - NO,Rasa
= [ ye—] FNHZ- NO3Rasa
= .
2 20 4
1 ¥ "
20 40

TIEMPO (minutos)

60

Fig. 9. Cindtica de la inactivacidn reversible de la nitra-

to reductasa por anaerobiosis en células de Chlorella. La

primera flecha indica el tiempo en que se elimindé la airea-

cién a un cultivo de células en nitrato bajo las condicio -

nes descritas en Métodos. La segunda flecha indica el

tiem-

po en que se restablecié la aireacidén. Las actividades enzi

midticas se determinaron en los correspondientes extractos

crudos a los tiempos indicados.



TABLA VI

REACTIVACION in vitro POR FERRICIANURO DE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorellia INACTIVADA

in vivo POR ANAEROBIOSIS

Tratamiento

NADH—N03RaSa

Actividades especificas relativas (%)

FNHZ-NO Rasa

3 NADH-diaforasa

Tratada con

Fe(CN)Z“ *
Control io0 100
menos aire L1 97

Tratada con

3- %
Fe(CN)6
100 100 , 100
52 104 85

4

Células cultivadas en 'nitrato bajo las condiciones descritas en Métodos se sometieron

~durante 1 hora al tratamiento indicado. Las actividades enzimdticas se determinaron en

los correspondientes extractos crudos y se expresan como tantos por ciento de las del

contrcl sin trataf.

* i . ) - . .
Los extractos se incubaron con ferricianuro potdsico 0,3 mM durante 2 minutos a 0%2C

antes del ensayo de la actividad.
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1.3. Regulacifn ¢n vitro de ls actividad ds la nitrato re-

ductasa de Chlorsila

hai'risnttn‘o& presentados en el apartado ante-
rior Indican que ¢! amoniaco, producto final de la rutes me
tabélica catallizada por el sistema reductor de nitrato,
promueve la Inactivacidn de la nitrato reductass in vive
al actuar como desacoplante de la fotofosforilecién y oi§1 ‘
mular el flujo de electrones, lo que determins un aumento

del poder reductor de la célula.

Como se discute a continuacién, es de gran lo -
portancia que no 56!6 el NADH, sino tamblén e} ADP (el
otro producto de la accién desecoplante del amonlsco) se
requieren simultéineamente para conssguir una nuyof vn)nc§~

dad de Inactivacién de la nltrato reductasas.

1.3.1. Efecto de diferentes nuoledtidoe sodre la inaetiva-

oidn de la nitrato reductasa

En ts Tabla 1X se muestrasn los resultados gque se
obtuvieron sl prelncubar la nitrato reductass con diferen =~

tes nucledtidos.
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TABLA (X

’EFECTO DE DIFERENTES NUCLEOT[DOS SOBRE LA [INACTIVACION DE

LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella.

Adicién Actividad relativa (%)
Ninguna | | - 100

NADH x - 75

NADH + ATP . ' 88

NADH + ADP 10

NADH + AMP . o 77

NADH + GDP - 90

NADPH 79 -

NADPH + ADP | 86

+

NAD” + ADP | 115

El enzima parcialmente purificado (3 mg) se preincubé‘du-
rante 90 min a 02C, en un volumen de 1 ml, con 200 ﬁmoles
de tampdén Tris-ClH, pH 7,5 .y los nucledtidos indicados a
la concentracién de 0,3 mM cada uno. Las actividades de
NADH-nitrato reductasa se determinaron en affcuotas de
0,1 m! tomadas de lasvcorreSpondientes mezclas de preincu
bacidn y se expresan como tantos por ciento de la del

control sin adicidn.
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tomo puede observarse, el NADH Junto con el ADP
redujeron la actividad del! enzima un dliexz por clento res ~
pecto al control al final de los 90 minutos de prelncuba -
cién, El efecto fué especlfico del ADP, ya que el AMP, ATP
y GDP fueron mucho menos efectivos. En relacidn con la es~
puei!tatdad de! nicotinamida-adenfn~dinucledtido, se com -
prob8 que ox!;tc poca cooperacién entre NADPH y AB?.kniaiﬁ

tras que el NADY fué totalmente Inefectivo.

1.3.2. Ingetivacidn reversible de la nitrate veduetasa por

la aocoeidn aaniun&a de NADH y ADP

La Figura 10 muestra también que, bajo las con-
diciones experimentales elegidas, la Inactivacisn de la ai‘
trato reductasa por HADH depende de la presencia simults -
nea de ADP, conflirmando los resultados que acabamos de deg
criblir, g1 ADP sélo no fué efectivo. La nitrato reductasas
Inactivada por NADH y ADP puede convertirse en su forma ac

tiva Por reoxlidaclén con ferriclanuro (Tabla X).

A fin de explorar sl el efecto potenclador pro-
ducido por el ADP sobre ls fnactivacién de la nitrato re -
ductasa pudiese estar relaclonado con que dicho nuclebtido

complejase algin metal del enzima, se ensayaron algunos



82

ADICION
o—o0  NADH
e—e ADP

a—a NADH + ADP

60

ACTIVIDAD RELATIVA (*A)

0 60 20 180
TIEMPO (minutos )

Fig. 10. Cinética de la inactivacidn de la nitrato reducta-
sa de Chlorella por NADH y ADP. El enzima ﬁarcia]mente puri
fiéado (3 mg) se preincubé a 0°C, en un volumen de 1 ml,
con 200 pmoles de tampén Tris-ClH, bH 7,5; NADH 0,3 mM y

(6) ADP 0,3 mM. A los tiempos indicados, las actividades de
‘NADH-nitrato reductasa se determinaron en alfcuotas de 0,1
ml tomadas de las correspondientes mezclas de preincubacidn
y se expresan como tantos por ciento de la del control sin

adicidén a tiempo cero.
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TABLA X

REACTIVACION POR FERRICIANURO DE LA NITRATO REDUCTASA DE

Chlorella INACTIVADA POR NADH Y ADP

Adicién Actividad relativa (%)

Tratada con
3%
Fe(CN)6

Ninguna | 100 100
NADH 78 . 104
ADP : o 102 L

NADH + ADP 16 | 110

Las condiciones experimentales fueron las mismas que en

la Tabla IX. Enzima parcialmente purificado, 2,3 mg.

oo

ﬁLas mezclas se incubaron con ferricianuro potasico 0;3
mM durante 2 minutos a 02C antes deifensayo de la activi
dad.
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TABLA XI

EFECTO DEL ADP Y DE AGENTES COMPLEJANTES DE METALES SOBRE LA

. INACTIVACION POR NADH DE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella

Adicién | | Actividad relativa (%)
Ninguna [ : ; 100
NADH : ' 85
NADH + ADP = 16
NADH + EDTA 96

NADH + Pi ' 88

Las condiciones experimentales fueron las mismas que en la
Tabla IX. EDTA, 5 mM; Pi’ 0,2 M.
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agentes complejantes de metales. Como se puede ver en la Ta~-
bla XI, ni el EDTA nli of fosfato Inorglnico potenclaron la |
Inactivacién de 1a nitrato reductasa. Por otro lado, la pre~
sencla de Hg*‘ (5 mM) no afectd en absoluto al grade de !ﬁgg

tivacién producido por NADH y ADP,

1.3.3. Proteceidn por nitrato y diferentes inhibidorss aougg‘~
titivoe de la nitrato reduotasa contra su inautivef% '

eidn por NADH y ADP

Ls ?tgurp 11 méastr: el efﬁcto del nitrato sabé§ ~
la tnaa:!va#féu de 1a nitrato reductasa por NADH y ABPQ 6(:
observa que t!’nltrtta. oxidante fislol8glco del enzima,
protege a éste totalmente de su Inactivacién por la acclén
cooperativa de ambos nucleStidos. E! efecto protector del
nitrato podrfa deberse a que Implde la reduccién del enzime

necesaria para que ocurra la Inactivacién,

La azida, el carbamil-fosfateo y el clanato son
fnhibldores competitivos, con respecto al nitrato, de la
nitrato reductass de plantas superlores y alges verdes
(15,21) . Era pues Interesante estudiar el efecto de estos

compuestos sobre la Inectivacién que el NADH y el ADP ejer~
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ADICION

o—o0 Ninguna
e—e NADH<ADP+Nitrato
a—s  NADH+ADP

ACTIVIDAD RELATIVA (%)

TIEMPO (minutos)

Fig. 11. Proteceidn por nitrato contra la inactivacidén por
NADH y ADP de la nitrato reductasa de Chlorella. Las condj
ciones experimentales fueron similares a las de la Figura
10. En la mezcla de preincubacién que contenfa nitrato (10
hM), el NADH fué oxidado progresivaménte por el enzima, pe
ro se comprobd que al final del periodo de preincubacién

aproximadamente la mitad del piridin-nucledtido permanecfia

atn reducido.
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TABLA X1

PROTECCION POR DIFERENTES INHIBIDORES COMPETITIVOS DE LA
NITRATO REDUCTASA DE Chlorella CONTRA SU INACTIVACION

POR NADH Y ADP

Adicién Actividad relativa (%)
Ninguna ' ‘ 100
NADH 60
ADP | | 109
NADH + ADP ' ' 16
NADH + ADP + Azida | ‘ ' 85
NADH + ADP + Carbamil-fosfato | 91
NADH + ADP + Cianato - 68

El enzima parcialmente purificado (2,5 mg) se preincubd
durante 2 horas a OSC; en un volumen dé 1 ml, con 200
umoles de tampén Tris-CIH, pH 7,5 y los nucledtidos e in
hibidores ihdicados. Las actividades de NADH-nitrato re-
ductasa se determinaron en alicuotas de 0,1 ml tomadas
de las correspondientes mezclas de preincubacidn y se ex
bresan como tantos por ciento de la del control sin adi
cidn. NADH; ADP, carbamil-fosfato y cianato, 0,3 mM; azi
da, 8 uM. ‘ -
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cen sobre el enzima., Los experimentos que recoge la Tabla
X! demuestran que estos tres inhibldores protegen contra
la insctivaci8n de la nitrato reductasa, comporténdose &

este respecto de forma anfloga a como lo hace el nitrato.

El hecho de que estos Inhibldores compestitivos
~que no son aceptores de slectrones de! NADH en la reac -
¢18n catallzada por la nitrato reductasa~- protejan al i#*[
zima de la Inactivaclén, suglere,o blen que en dichas @n&v'
diciones no puede reduclrse el sitio que implica la Insc~
tivacién, o blen que, aunque la reducclédn de tal sitle ié“
produzca no tlene lugar el camblo de conformacién que con

duce a 1a Inactivacién.

1.3.4. Efecto de la concentracién de ADP sobre la ingetiva-

otén de la nitrato rcdu@tﬁoa por NADH y ADP

Los resultados recogldos en la Figurs 12 mues-
tran-que cuando la nitrato reductasa se prelncubd con NADH
y concentraclones creclentes de ADP, el meyor grado de inag
tivaclén se logr8 a una concentracidn 0,3 mN de ADP, equimo
lecular con la de NADH usada. A concentraclones mis altas

(1 v 3 mM) el ADP no afectd a la actividad enzimdtica.
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(mU/mg proteina)
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[ ]
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;
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ACTIVIDAD NADH-NITRATO REDUCTASA
S

o 003 o 03 :
[ADP} (mM)

)

Fig; 12. Efecto de la concentracidn de ADP sobre la inacti-
vacién de la nitrato reductasa de Chlorella por NADH y ADP.
El enzima. parcialmente purificado se preincubd durante 1 ho
ra a temberatura ambiente, en un volumen de 1 ml; con 200

pmoles de tamﬁén Tris-CIH, pH 7,5, 0,3 umoles dé NADH y ADP
a las concentraciones indicadas. Las actividades enzimiti -
cas se determinaron en alicuotas de 0,1 ml tomadas de las

correspondientes mezclas.



Foles
)}

1.3.5. Efecto proteotor ds diversos nuocledtidos aontra la

inaotivaoidn de la nitrato reductasa por NADE

| En el a#bortu&nto snterior se observé que el ADP
s cenéontraetén de 3 mM no sélo no tenfa efecto cooperativo
con el NADH ;d?o fa !nac:tvncf&a de la nitrato r.ductaia.f
sino que lngluso el -ax!mn presentaba mayor actividad que
euando se pralncubaha con NAbH s8lo. Los resultados de ta
Tabla Xt1| muestran que sl a% enzima se prelncubz a tcaparg

tura amblente durante 1 hors con NADH 0,3 mM y diversos nu-

cleb8tidos cada uno a la concentracién de 3 mM, estos prote~

gen de manera Inespeclfica eanerh s Inactivaclién producide

por el NADH. EI} NAaP* fué e} mis efactivo de todos.

Es Interesante, puss, rcsi!tar que, & baja con-
ccnirae!&u. el ADP potencla especfflicamente la lnactivacién
por NADH de la nltrato roduetaia. mlentras que, cuando se
aumenta la concentraci8n de los nucledtidos a 3 mM, todos
é1los protegen en mayor o menor grado contra la Inasctiva~

cién producida por el NADM.
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TABLA X1l

PROTECCION POR DIVERSOS NUCLEOTIDOS CONTRA LA INACTIVACION

POR NADH DE LA NITRATO REDUCTASA DE Chlorella

Adicién Actividad relativa (%)
Ninguna t | 100
NADH ' 8
NADH, ATP , | | )
NADH, ADP ~ | - 59
NADH, AMP | 33
NADH, XMP | 49
NADH, NADY ' | k9
NADH, NADP™ | . .86

El enzima parcialmente purificado (2 mg) se preincubdé duran
te 1 horas a temperatura ambiente, en un volumen de 1 ml,;
con 200 umoles de tampén de Tris-CIH, pH 7,5, 0,3 moles de
NADH vy los nucledtidos indicados a la concentracidn de 3 mM
cada uno. Las actividades de NADH-nitrato reductasa se de-
terminaron en alicuotas de 0,1 ml tomadas de las correSpdn-
dientes mezclas y se expresan como tantos por ciento de la

del control sin adicién a tiempo cero.
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2, REGULACION DE LA ACTIVIDAD WADH-DIAFORASA DEL COMPLEJO
NADH~HITRATO REDUCTASA DE Chlorella fusca

La NADH-diaforasa es la actividad Infclal de las
dos que, secuenclalmente, transflieren los electrones desde
el NADH al nitrato en la nitrato reductasa de Chiorells.
Puede usar una varledad de compuestos oxldados (tales como
el clitoecromo) como aceptores de electrones. Dlicha actlividad
es sensible al tratamiento t&rmico y a los reactivos de gru

pos sulfhidritos (5,15).

2,1, Insctivacién de la dlaforase por tratamlento térmico

A 25%C, 1a NADH~diaforasa, que es sensible 2! ca~
lor, se protege por una varfedad de nucle8tidos piridinicoes,
flavinieos y adenfalcos, y a 453C, especfflcamente por el

flavin-adenfn-dinucledtido,
2.1.1., Proteccidn por diversoe coenzimas contra la inastiva-
atén a 260C y 488C

La Tabls XIV muestra que la forma reducida (NADH)

Y oxidada (NAB*) del nicotinamida~adenfn~dinusledtido, asf
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TABLA X1V

PROTECCION POR DISTINTOS COENZIMAS CONTRA LA INACTIVACION

TERMICA A 25°C DE LA ACTIVIDAD DIAFORASICA DEL COMPLEJO

NADH—NITRATO‘REDUCTASA DE Chlorella

Adicidn "~ Actividad relativa (%)

Ninguna _ ,i 1
FAD 227
EMN - 113
NADH 160
FAD + NADH \ FEE 264
nap*t 140
NADPH , | ‘ 10
NADPY | 21
CATP , | 113
CADP | b1
AMP » ' | 91
GDP : 136
CoP B 70
upP ' | ' | . 82
Adenosina | . 77
Guanosina S ' 50
Citidina - 53

El enzima parcialmente purificado (0,5 mg) se preincubd du
rante 90 min a 252C, en un volumen de 0,5 ml, con 150 ymo-
les de tampén Tris-ClH, pH 7,5 y los ‘coenzimas indicados a
la concentracién de 0,3 mM cada uno. Al final del periodo
de preincubacién, se completaron las mezclas hasta un volu
men final de 2 ml con los reactivos del ensayo standard.
Las actividades de NADH-diaforasa se expresan como tantos
por ciento de la del control sin adicién a tiempo cero.:



94

TABLA XV

RROTECCION ESPECIFICA PORvEL FAD CONTRA LA INACTIVACION
TERMICA A L5°C DE LA ACTIVIDAD DIAFORASICA DEL COMPLEJO

NADH-NITRATO REDUCTASA DE Chlorella

Adicién ’ Actividad relativa (%)

Ninguna | 2
FAD 200
FMN

NADH

FAD + NADH
NAD "

NADPH
NADPY

ATP

ADP

AMP

GDP

CDP

ubpp

Adenosina

-
(o) -t
N NN

o

Guanosina

Citidina

NV, I SRR IRV T I RV, i

E1l enzima se preincubd con los coenzimas indicados duran-
te 5 min a 45%C. Las demds condiciones experimentales fue

ron las mismas que en la Tabla Xl1V.
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como los nucledtidos flavinicos (FAD y FMN) y una serie de
nucledsidos piricos y plrimfdices mono-, di- y tri~fosforl
lados protegen (e Inclusoc activen) la diaforasa del cﬂuplg
Jo HADH~nitrato reductasa éu'chlordi!a'contra la luac:t#a#
clén térmica a 252C. Los nucleésidos (iddnoitnu;'gulnoita§ 
y cltidina) previenen también contra esta Inactivacién, pe
fé en menor grado, y tanto el NAB?* chﬁ el NADPH son :ogii7

mente (nefectivos.

Cuando la temperatura es més alta (452C), s&ia |
el FAD protege especlficamente contra la Inactivacién tt?*"
mica (Tabla XV). Esto confirma que dlicho cosnzima es esen-
clal en la actividad dlafordslica del complejo anxlmitiac‘,

(8).

2.1.2, Efesto de distintoa inhibidores aompetitivos res-

peato al nitrato

Los resultados anteriores (apartado 1.3.3.) p#*
sfaeron de manifiesto que tanto el nitrato como diferentes
inhlbidores competitivos de la nitrato reductasa terminal,
eran eficaces protectores contra la Inactivaclidn del enzima

por NADH y ADP. Sin embargo, los resultados recogidos en la
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TABLA XVI

EFECTO DEL NITRATO Y DIFERENTES INHIBIDORES COMPETITIVOS DE
LA NADH-NITRATO REDUCTASA DE Chlorella CONTRA LA

INACTIVACION TERMICA DE SU ACTIVIDAD DIAFORASICA

Concentracidn Actividad relétiva (%)
Adicidn (uM) 252¢ kseg
Ninguna -- -1 2
FAD 300 »227 ' 200
Nitrato 10.000 B 3
Azida - | 10 2 6
Cianato | 20 v 1 L
Carbamil-fosfato 300 1 7

El enzima parcialmenté purificado (0,6 mg) se preincubd du -
rante 90 min a 252C o, a}ternafivamente, durante 5 min a
452C, en un volumen de 0,5 ml, con 150 umoles de tampén
Tris-ClH, pH 7,5 y nitrato &6 cada uno de los inhibidores é
Ta concentracién expresada. Las restantes condiciones experi

mentales fueron las mismas que en la Tabla X1V
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Tabla XVI muestran que ni el nitrato ni los Ilahibidores com~
petitivos son capaces de proteger a la NADH-dlaforasa contra

la Inactivacldn térmica, tanto a 253C como a A53C,

2,1.3, Cindtioca de la proteceidn de la WADE-diaforaaa por
- NADE y por ADP

La Flgura i? muestra la Inactivacién con el ttgﬁ l
po de §a~shnﬂed!aforasa,por tratamlento t‘ralco,,asf‘eama‘
el efecto que el NADH y el ADP tlenen sobre esta tnn&t!vg -
¢ién. Como se puede ver, la diaforasa se inactiva da'fofﬁg
gradual, SI el NADH se encuentra presente en la mnic!a de _!
preincubacién, no sélo implide la Inactivacién del enzima si~
no que ademis produce una estimulacidn de la actividad dlafg
résica Iniclial, Dicha estimulacién tlene lugar durante la
primera hora de prelncubacién, para llegar luego a un nivel
de d¢tividad précticamente constante. E! ADP protege total~
mente contra la inactivacién pero, a diferencla del NADH,
produce una escasa estimulacién de la actividad de dlafora~

sa.



98

1404

<C &
v

£~

5 % 100]

g % ADICION

T B o—o0 Ninguna
g o o—e NADH
a E a—as ADP
.

2 E 60

[»]

>

=

)

<

20' ! \
. . o

TIEMPO (horas)

-Fig. 13. Cinética de proteccién'por el NADH y el ADP contra
la inactivacidn térmica a 250C de la diaforasa del complegjo
NADH-nitrato reductasa de Chlorella. El enzima parcialmente
purificado (4 mg) se preincubdé a temperatura ambiente, en

un volumen de 1 ml, con 200 umoles de tampdn Tris-ClH, pH
7,5 y NADH (0,3 mM) &6 (ADP 0,3 mM). A los tiempos indicados,
las actividades de NADH-diaforasa se determinaron en alfcuo-
tas de 0,1 ml tomadas de las correspondientes mezclas y se
expresan como tantos por ciento de la del control sin adi-

cidén a tiempo cero.
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2.1.4, Efeato Je diferentes concentraciones de NADU

La rtgara 14 presenta la cinética de la pretné* -
clén pbf distintas concentraciones de NADH contra la inac-
tivacf&n tirnlca a 252C de la NADH-dlaforasa. Se puede ob~
saivar qu§ éntra los m‘kg.nt: d@ 0,01 mM y 1 ﬁn,e&uiqufnr
eancantf:gfén di_MADH fue eféettvi. Ademés, todas 0!!:;  |
presentan efecto estimulante sobre 12 actividad d%uf9r$§l¥‘
ca. No obstante, a concentracién mis baja (0,001 mM) el |
NADH es Incapaz de proteger eflcazmente al enzima abntra’
su Inactivaclén térmica, sl blen durante la primera hefn

de prelncubaclién estimula algo su actividad orlginal,

En la Figuras 15 se muestra el efecto de diferen~
tes concentracliones de NADPH sobre la actividad dlafordisica
despuds de %0 minutos de preincubacidn a 252%C. Se puede
apreciar que, en las condiciones experimentales slegidas,
la proteccidn es total a partlr de una concentracidn 0,02
mM de NADH. A concentraciones superiores a 0,1 mM, el NADH
1lega a reactivar casl tres veces la actividad.infclal del

enzima.
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Fig. 14, Cinética de la proteceidn por distintas concentra-
ctones de NADH contra la inactivacidn térmica a 252C de la
‘diaforasa del complejo NADH-nitrato reductasa de Chlorella.
El enzima parcialmente purificado (1,5 mg) se preincubd a
252C en un volumen de 1 ml, con 300 umoles de tampén Tris-
CiH, pH 7,5 y NADH a las concentraciones indicadas. Las
restantes condiciones experimentales fueron las mismas de

la Figura 13.
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Fig. 15, Efecto de distintas concentraciones de NADH contra
la inactivacidn térmica a 252C de la diaforasa del complejo
NADH-nitrato reductasa de Chlorella. El enzima parcialmente
purificado (0,4 mg) se preincubd durante 90 min a 25%C, ‘en

un volumen de 1 ml, con 200 pumoles de tampén Tris-ClH, pH

7,5 y NADH a las concentraciones indicadas. Al final del pe
riodo de preincubaqfﬁn, se completaron las mezclas hasta un
volumen final de 2 ml, con los reactivos del ensayo standard.
Las actividades de NADH-diaforasa se expresan como tantos

por ciento de la del control sin adicién a tiempo cero.
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2.1.5. Efeoto de diferentes concentraciones de wap*

Cuando se ensayaron diferentes concentraclones
de HAD*. en vexr de NADH, se obtuvo la curva que muestra
la Flgura 16. La concentracién de NAD® necesaria para con~
segulr una proteccién total de la dlaforasa es del! orden
de 0,2 mM, diez veces superlor a 1a que se necesitd de
NADH para obtener el mismo efecto. A partir de unas aeaaaum‘
tracién 0,3 mM de'nae*, el nive! de actividad se cstahtll~‘

zs en un valor ligeramente superfor al orlginal,

2.1.6. Efeoto de diferentes concentraetfonss de ADP

Se llevS a cabo el mismo estudio que en los dos
‘casos anterfores pero utllizando ADP. Los resultados, re -
prnzintadas gréflicamente en la Flgura 17, muestran une

gran simlllitud con los obtenidos cuando se usé ﬂhb*.

2.1.7. Reaetivaeidn por NADH de la aotividad diafordstea

De los resultados previamente presentados se
puede conclulr que el NADH, ademéis de proteger contra la
Inactivacién térmica de la NADH-dlaforasa, produce una

reactivacisn bastante aprecliable de dichas actividad, La
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Fig. 16. Efecto de distintas concentraciones de NAD" con-
tra la inactivacidn térmica a 250C de la diaforasa del

complejo NADH-nitrato reductasa de Chlorella. Las condi -
ciones fueron las mismas que las de la Figura 15, excepto

que el NADH se sustituyd por NaD™. Preparacidén enzimdtica,

0,3 mg.
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Fig. 17. Efecto de diétintas concentraciones de ADP contra
la itnactivacidn térmica a 25¢9C de la diaforasa del comple-
/ Jo NADH-nitrato reductasa de Chlorella. Las condiciones ex
perimentales fueron idénticas a las de la Figura 15,;exce2

to que el NADH se sustituyd por ADP. Preparacidn enzimati-
ca, 0,3 mg. ‘
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Flgura 18 muestra que si dicho nucleStido se aftade cuando
la dlaforasa se encuentra parclialmente inactiva, es ca =~
paz de elevar su actividad précticamente hasta su velor

orlg!hal.

2.1.8, Efecto del PAD y NADH aeontra la {nactivaoidn de la

NADHE-ditaforasa a diferentes temperaturas

Como muestran los resultados recogidos en las
Teblas XIV y XV, Ja NADH-dlaforase se protege {nespecffi-
camente por una varledad de coenzimas contra su Inactiva-
clén térmica a 253C; por el contrarico, sl la temperaturs
de tratamiento se aumenta hasta A53C, es el FAD el dnico

capaz de proteger.

En la r!gufn 19 se compara el afecto protector
del NADH y del FAD contra la Inactivaci8n térmlica del en-
tima & difarentes temperaturas. Se observa que el NADH
sjerce su efecto protector hasta una temperatura de 35%C,
a partir de la cual dejs de ser efectivo, mientras que el
FAD mantlene especfficamente su efecto hasta temperaturas

de SBBCt
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Fig. 18. Reactivacidn por NADH de la actividad diafordsica
del complejo NADH-nitrato reductasa de Chlorella. El enzi-
ma parcia]mente purificado (3,5 mg) se preincubd a 25%C,
en un volumen de 1 ml, con 200 umoles de tampdn Tris-ClH,
pH 7,5 vy NADH (0,3 mM). Al tiempo indicado por la flecha,
la mezcla que no l1levaba NADH se dividio en dos fracciones
a una de las cuales se le afiadidé el piridin-nucledtido

(o - o). Las restantes condiciones fueron las mismas que

en la Figura 13.
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Fig. 19. Proteceidn por FAD y NADH contra la inactivacidn
térmica a diferentes temperaturas de la diaforasa del com
plejo NADH-nitrato reductasa de Chlorella. El enzima par-
cialmente purificado (0,2 mg) se preincubé durante 10 min
a las temperaturas indicadas, en un volumen de 0,5 ml,
con 200 umoles de tampén Tris-Cl1H, pH 7,5 y NADH (0,3 mM)
6 FAD (0,3 mM). Al final del periodo de preincubacién,
las mezclas se completaron, hasta un volumen final de 2
ml, con los reactivos del ensayo standard. Las activida =~
des de NADH-diaforasa se expresan como tantos por ciento

de la del control sin‘adicién a 02C.
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2.2, lnactivaclén de la NADH-dlaforasa por p-hidroximercurl-~

benxzoato
2.2.1, Efecto de diveresocs sustratos y coenszimaes

La Tabla XVIl muestra que el p-HMB (reactive de
grupos sulfhidrilos) produce una Inactivaclién précticamente
total de 1a NADH~-dlaforasa. cane’sa puede apreciar en ls
misma Tabla, esta Inactivaclén se puede proteger euandq se
prelncubas el enzima en presenclis de NADH & FAD, EI TV i#
Ingapaz de ejercer efecto protector alguno, y el otro plri-
dfn-nucledtido reducido (NADPH) es, tamblién, précticaments |
inefectivo, El ADP y el nitrato tampoco protegen contra la

Inactivacién por p-HMB.

Es de resaltar que el NADH (sustrato del enzima)
protege mis especificamente que ol FAD contra la lnactiva-

clén por p-HMB.
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TABLA XVl

~EFECTO DE DIVERSOS SUSTRATQS Y COENZIMAS SOBRE LA INACTIVACION
PCR p-HMB DE LA ACTIVIDAD DIAFORASICA DEL COMPLEJO NADH-NITRATO

REDUCTASA DE Chlorella

Concentraciones

(uM) |
preincubaciédn (%)
p~HMB Sustratos vy

coenzimas

Sistema de Actividad relativa

Ninguno | - - : 100
p-HMB 1,1 - 2
p-HMB, NADH 1,1 ‘ 166 76
p-HNB, NAD 11 166 1
p-HMB, NADPH 1,1 166 10
p-HMB, NADP® 1,1 166 ' 3
p-HMB, FAD 11 166 29
p-HMB, ADP B EL 166 I
p-uM, no3 LT 5555 oy

0,6 mg de enzima parcialmente purificado se preincubaron, en
un volumen de 1,8 ml, con 200 umoles de tampdén Tris-C1H, pH
7,5 y cada uno de los sustratos y coenzimas arriba descritos
a la concentracidn indicada. Después de 7 min a temperatura
ambiente, las mezclas de reaccidn se completaron hasta un vo-
lTumen final de 2 ml con los reactivos del ensayo standard.
Las actividades de NADH-diaforasa se expresan como tantos por
ciento de la del control sin adicidn.
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Exceptuando aquellas especles que directamente
-como las algas verde-azuladas- o por asoclacién simbi§
tica con bacterlas<como las leguminosas~ fljJan el nitré§
geno atmosférico, las plantas utilizan predominantemen~
te nitrato como fuente de nitrd8geno. Para que las plan-
tas puedan sintetizar compuestos orgénicos nitrogenados;
han de reduclir, primeramente, el nitrato hasta amonlaco,
'foruu en que elnitrégeno se Incorpora en los aminoficl ~ |
dos, los precursores de las sustancias ﬁis cnraetorf:ti‘
cas de la materia viva: prbtctnas y 8cldos nuclelcos.
Los compuestos nitrogenados sintetlzados por las plan =
tas sirven a su vex, posteriormente, de fuente de nitrd
geno para el reino animal. Es por ello por lo que el me
canismo de asimilacién del nitrato constituye uno de
los procesos fundamentales del munde vivo. Es l8glco
pensar que una ruta asim{latoria de tal Importancla de~
ba de estar controlada en la el!uia por unos mecan!smos
de regulacidn muy eflcaces que aseguren su economfs tan

to de energfa como de materiales.

Las Investigaclones y resultados que se recogen
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en el presente trabajo han arrojado nueva luz sobre el
mecanismo de regulacién del complejo NADH-nltrato re ~
ductasa tanto a nivel fisiolbglco como a nivel bloqul-

ﬂ‘gﬁt '

El amonlaco, producto final de ta rute catali~
zada por el slistema reductor de nitrato, es un represor |
nutricfonal de los dos enzimas que constituyen dlicho |
sistema, es decir, la nitrato reductasa y la nlitrito re
ductasa. LOSADA y col. (40) han demostrado que el amo-
niaco reprime a todo el sistema reductor de nitrato de

Chlorella fusca, va~qu§ s| se aflade amonlaco a un cultl

co del alga creclendo en la luz, los valores de la nl -
trato y la nitrito reductasas, asf como de ls diaforasa,
desclende notablemente al cabo de unas 12 horas de cre-
cimiento. La posterior eliminacién del amonlaco del me~
dlo causa un aumento en el nivel de los enximas del sig
tems reductor de nitrato. Esta recuperacidn se Inhibe

por la presencis de cicloheximida en el medlio de cultl-
vo, lo cual Indfca que se requiere para ella la sfnte ~

sis de novo de estas protefnas.
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E} amonlaco, ademfs, es capaz de elercer otro ti-
po de control ,mucho m&s répido sobre el sistema reductor
de nitrato. Trabajos previos realizados en nuestre labora~
torlo habfan puesto de maniflesto que, tanto en Chlorella

(2,40,43) como en Chlamydomonas (41,72,86) la presencla

de amonlaco en e! medlo de cultive provoca, en un tlempo
relativamente corto, la Inactivaclién reversible de la
FNH,-nltrato reductasa sin afectar a la actlvtdad«éo !a:'
diaforass ni de 1a de nitrito reductasa. Un efecto seme~
Jante del amoniaco sobre la nitrato reductasa del alga '-~”

unicelular Cyanildium caldarfum ha sido encontrado por Ri-

 gANO (48).

A nive) gubcelular, se habfa demostrado que la

nitrato reductasa de Chlamydomonas relnhard! se Inactlva

in vitro al preincubar el enzima con NADH sliendo el pr6¢
ceso ruvgrs!b!e, ya que el posterlor tratamiento con fe~ ;
rriclanuro potfsico del enzima Inactivado devuelve al mis
mo su actividad original (4t ,4k). MOREKO y col. (45), ¢5 
el enzima de Chlorella,han encontrado que la velocidad
de Inactivacién por dicho plrldfa~nucl§6t!do aumenta con
el pH y que dlicha Inactivacisn puede ser proteglida e tﬁ*k L

cluso reversida por nitrato. E! grupo de VENNESLAND (S!,S&):
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ha encontrado que el NADH y el NADPH producen la Inactlva-

c18n de la nitrato reductasa del alga verde Chlorella vul~

garis y que la actfvacién de la forma Inactiva del enzima

requiere la presencla de un agente oxidante.

Los resultados que nosotros hemos obtenldos aho~
ra ponen de maniflesto que la nitrato reductasa de Chlo ~

rella f#Scb también se Inactiva in vitro cnan&a'e!-cnzfun; 

se prefncuba con los plridfn-nuclebtidos reduclidos (Tabla
i y Flgura 1), E! hecho de que los plridin~nucledtidos
oxldados (NADY vy NADPF) no sean capacez de ejercer efecto
t%guné sobre la actividad enzimdtica, parece Indlicar que
1a Insctivaclién del enzima es consecuencia de su rcduec(&a |
por NAD(P)H. Este punte queda claramente conflrmado porque
el enxima Inactivado se puede reactivar, de forma cast
Instanténea, por oxidacidn con ferriclanuro, La nitrato
reductasa en su forma inactiva también puede activarse

por 1a presencia de otro oxidante como el DPIP (Figura 2).

GARRET Y GREENBAUM (82), en sus estudios sobre la

nitrato reductass de Neurospora crassa, han sugerido que,

slendo el faerriclanuro un aceptor de electrones de la mi~
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tad diaforisica, su mecanismo de accl8n puede debarse a
que oxlda al! enzima Inactivo a travé€s de 1a diaforasa.
Nuestros rasultados (Yabla I1) no eétﬁa,de acuerdo con

1o expuesto por estos autores, ya que la nitrato reduce
tasa en su forma (nactiva y carente, ademis, de act!vlé
dad dlaforésica ss susceptible de convertirse en su for
ma actliva por tratamlento con ferriélanuro, lo cual su~
glere que la accldn de dicho oxidante pueda tener !ug&é,
directamente sobre la actlividad Fuﬂzfnltraeo-faducta$a~v

y no a través de la NADH-dlaforasa.

La nitrato reductasa puede, pues, exlstir fn vi-
tro en dos formas Interconvertibles: una sctiva y oxlidas
da y otra fnactliva y reduclda, La conversiér In vitro
de la forma actliva de la nitrato reductasa en la forma
Inactive se puede consegulr reduclendo el enzima con
NADH, en un proceso cuyes veloclded es proporciconal 2 la
concentracifn de plridfn-nucleStido. La trensformacién
es reversible, vy €l enxime Inactivado In vitroc se puede
convertlr de nuevo en su forma actliva por reoxlidacién
cén ferriclanuro o DPIP. Como discutiremos seguldamente,

el mecanlsmo de Interconversién de la nitrato reductasa
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ﬁudde‘da!ampaﬁar un papel de gran importancla en la regu-

lacién In vivo de este complejo enzfmftlico.

" E} nitrato no es sélo la fuente principal de ni-
trégeno que utllizan las plantas, sino que su reduccifn y
posterlor asimflacién estén estrechamente relaaianadas:;,
con Yas reacclones fotosintéticas. En efecto, fuéd WARBURG
{87,83) o1 que hlzo notar en varlas ocaslones que dicho
compuesto nltrogenado es el primer reactivo de Hill des~
cubferto -~es declr, un aceptor terminal de los electrones
procedentes de la cadena de transporte no cfcllca de la
fotosfntesls . La reduccldn fotoqufnlca de nitrato a nitel
to y ambu!aeo estd acoplada estequiomdtricamente con el
desprendimlento de oxTgeno y la formaci8n de ATP (89,90).
En el presente trabajo hemos podlido poner de wmanifleste
que la regulacién In vivo de la nitrato reductasa de Chlo-

ralla fusca esta fntlmamente asoclada con las reacclones

fotosintéticas.

La adlcl8n de smonfaco a un cultive de cédlulas

dulghzort!!a_eraalando en la luz con nitrato provoca la
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Inactivaclén de la nltreato reductasa. Como el enzima se pue
de resctivar In vitre por reoxldacién con ferriclanuro (Fi-
gura 3), estos resultados suglferen gque el amonfaco provoca
fn,v%va la reduccién del enxlima y por consigulente su Inagc
tivacidn, En apoye de nuestra hipStesis estf el hecho de
que el amonfaco se comporta {(83) como un desncoplante afcg
tivo de la fosforilacién fotosintética no cfcllce, estimu=
tande el flulo de alectrenes y, en consecuencia, sumentan- B
de, por un lado, el nivel de poder reductor dentro de la
célule, y, por otro, los niveles de ADP. Otro desacoplante
de la fotofosforilaclién noc cfellcs es el arsenlato (83);

su adlclén al medic de cultivo produce el mismo efecto que
¢! amonleco sdbee la actividaod de la nitrate reductasa de

Chlorella (Flgura 4).

La inactivacién In vivo del enzima por desacopla«
miento de la fotofosBorllacidn no cfcllca ha quedado demos
~ trado todsvfa de forme més concluyente al usar como agente
desacoplante 1a metilamina (84). Los resultados que se pre
sentan (Figuras 5 y 6) muestran gue la met!lamina, al
tgual que el amonlaco y e! arsenlato, proveca la {nactiva-~

¢ién de la Fukzwnttrata reductasa sin afectar & le mltad
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dlafordslica del complejo, Es de gran Imporsancia hacer no~
tar (Flgura 7) que la metilamine no es utilizada como fuen
te de nltr8geno por las células de Chlorella.durante el pe
tlodo normal de tratamlento, por lo que su efecto ;Gté»ymg
de explicarse s través del desacoplamiento do la fotofosfo
rilacidn no clellica. El crecimiento observado b partir de
las b0 horas de habarse pussto el cultivo en marche pude
dabarse 2 la acumulacidn progresiva de smonlaco que se du
toctd en ol wedlo do cultivo despuds de ese par!odo de
tiampo. A este raspecto hay que seflaler que algunas Uiﬁtt?
rias no fotosintéticas son capaces de crecer en coapﬂtltﬁi
de un 3370 carbone reducido como dnlca fuente de energla.
Concretamante ha sido descrite (91,92) une especle de |
Pseudomonas que utilize mettlamine como dnica fuente de
carbono, nitrdgeno y energfa; este organismo elabara un en
Zlna que catallza una reaccidn entre metilamina y L-gluts«
wato para formar un latermediario bloléglco desconoclide en
otres eorganismos, Hewmetllglutamato, y swonisco. Es bastan~
te probable que en huestro cultive de Chlorella con metila
mina como fuente de nitrdgenc, se desarrollase uns poble -
cl8n de bacterlas semojantes y que, como counsecusncias de

1a utilizacidn por las mismas de este compuesto por la via
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descrita, excretasen al medlo amonlaco, el cual pudo ser
utilizadp como fuente de nitr8genc por las c&lulas de
Chlorella. Oe hecho, cuando el experimento se realfz8 en
cultivos estériles -sin posibiiidad por tanto de contem!
naclén bacteriena- no hube crecimiento en el cultive de

Chlorelle con metitamina.

BASSHAM (60,85,93) ha estudiado esbaastivamehth"‘
el metabolismo fotosintético del carbono en Chlorella

pyreroldosa, heblendo encontrado que en la luz se ectivan

algunos enrzimas del clcle reductivo de as!m!taut&n foto~
sintétice del CO,, mientras oue en la ogcuridad ~donde

no hay flujo fotosint8tlico de electrones- se active el
elelo oxldatlive de tas pentosas~-fosfato, concretamente

le qglucosa 6~fosfato deshidrogenass, La ectivactién de es~
te enzima toambl&n puede lograrse por la adlclén en 12 luz
de vitemine K , lo cval «gegln el misme sutor~ suglere
ave los slectrones procedertes del flujo fotosintético se
desvian hrefa la reducclén de dicho compuesto, por lo que
cesa la re&uﬁaldn de NADPY, AsT, 1a glucosa 6-fusfato
deshldrogenssa se activarfs por é! aumento en al nivel

de ﬁADP*a uno de sus sustratos,que tlene luoar en la os-

curldad,
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Nosotros hemos encontrado que la adlclén de mena-

diona (vitamina Ky) a2 un cultivo de Chlorella fusca en la

luz evita que se produzca la Inactivacién de la nitrato re
ductasa por la accién del amonlaco (Tabla 111), arseniato
{Tabla 1V) o metilamina (Tabla V). La presencla de la me~
nadiona Impide la acumulacién de NAD(P)H en el lntcr!or‘dt
1a célula y por tanto no se produce la reduccidn del u#xtél;
ui que determina su fnactivacidn. La nitrato rcduaznse,{*j ,
inactivada In vive por 35 adicién de la metilamina se rc&g;'
tive répldamente al eliminar dicho compuesto del meéte;yff7f
slendo dicha reactivacién casi Instanténea en prnsenaii'diif
menadlona (Fligura 8). La expllcacién de estos rn:u!tadai' ”

apoya nuestra hipétesis de trabajo: la menadiona futoasiég 
rfa el poder reductor acumulado y por ello el enzima ti‘ :
reactivarfa a una mayor velocidad. E! hecho de que nc‘rt;%{
quiera la iuay(Yab!as VI y VI1) para que se produzcs ¥3  ]'f
tnactivacién de la nitrato reductasa por 2ccidén de los §¢% 
sacoplantes estudlados Indica que el mecanismo de lna¢t!vg ‘
¢lén de este enzima estd estrechamente 1igado a las reac ~

ciones luminosas de la FotosIntesls.

Otros resultados recogidos en el presente trabajo
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(Tabla Vill y Flgura 9) corroboran también nuestra hipSte-
sls de que la nitrato reductasa de Chlorella se Inactiva
In vivo por aumento en el nivel de poder reductor, En efegc
to, si! se elimlna la afreacién del cultive, el enzima se
inactiva répidamente y sl, posteriormente, se restablece
de nuevo la alreaclidn, el enzima se reoxida recobrande su
actividad original. Se han encontrado efectos semejantes

sobre la nitrato reductass de Chlamydomonas reinhardl (44).

RIGANO ha encontrado que la nitrato reductasa del

alga Cyanidlum caldarium se Inactiva reversiblemente por
el amoniaco (48), sugltiendo que dicho efecto pudtara'tir -
debldo » una acclién dlirecta del amonlaco, 6_a algln com ~
puesto derivado del mismo, sobre el enxima (50,51). Nues~
tros resultados sugleren, por el contrario, que el amonla~
co produce su efecto sobre la nitrato reductasa s través
de un cambdo Indirecto en el sentido de que este derivado
del nltrégeno Inorgénico parece actuar como un desacoplan~
te de la fotofosforilacién, estimulando en consecunncia el
flulo de electrones y asumentando el nivel de poder reduc~
tor en la célula., La Inactivecidn del enzima no parece
tampoeco deberse a un compuesto derivedo del amoniaco, ya

que la metilamina, que no es metabolizable por las célu -
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1as de Chlorella, es capaz de producir el mismo efecto.

Varios autores han encontrado que el ADP inhibe
la actividad de 1a nitrato reductasa de hojJas de tomate
(84) y de esplinaca (95,96), habliéndose sugerido un posl-
ble control por mecanismos alostérico y cinétlco. Nuestro
trabajo pone de maniflesto que el ADP -el otro producto
de la acclén desacoplante del amonlaco~ potencla enorme~

mente el grado de Inactivacidn del NADH sobre la altrate

reductasa de Chlorella fusca (Figura 10), slendo el efec~
to cooparativo especffico para ambos ﬂueléét!da: (Tabla
cx). La concentracién Sptima de ADP para lograr uns ma -
yor velocidad de Inactivac!dn es equimolecular con la de
NADH usada (Figura 12)., La Inactivacidn es de tipo rever-
sible, ya que el enzimas se puede convertlr de nuevo en tn‘
forma active por tratamiento con ferrliclanuro (Tabla X).
N1 el EDTA n! el fosfato Inorgdnico potenclan la Inactiva
¢i8n por NADH de la nitrato reductasa (Table Xi1). Posible
mente el ADP se una a algln sitlo de la moldcula de enz}
ma dando lugar a un camblio de conformacidn que favorece

la reduccidn por el NADH del sitio que Impllica la Inactl-
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tivacién, 3, alternativamente, el enzlima reducido camble

su conformaclién hacle una forma més Inactivae por la ac~

ﬂ'a“ del ADP.

El nitrato (Figura 11) y la azida, clanato y cagp
bami}-fosfato (Tabla X11) -inhibidores competitivos estos
d1timos de la nitrato reductasa de plantas superiores y
algas verdes {15,21)~ protegen al enzima de Chlorella con
tra su fnactivacién por NADH y ADP. El efecto prutuater j
del nitrato podrfa deberse a que, como oxidante fisla!ég&
co de la nitrato reductasa, Impide la reducclén del enzi-
ma necesarla pars que ocurra su Inactivecién, El hecho des
que los inhibldores competitivos respecto al nitrato ~-que
no son aceptores de electrones del NADH en la reaccién ca
tallzada por la nitrato reductasa~- protejan al enzima de
la inactivaclén sugiere o bien que en dichas condiciones
no puede reducirse uf sitio que Implica ta Inagtivacién, o
bien quen aunque la reduccldn de tal sitio se produzca no
tiene lugar el camblo de conformacidn que conduce a la

inactivacién,
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Pe los resultados anterliormente expusstos, pode~

mos concluir que la nitrato reductasa de Chlorella fusca

se Inactiva In vive por todos aquellos tratamientos que
hacen aumentar el nlvel de poder reductor y disminulr la
carga energética celular. E! amonjaco, por tanto, Inactl~
varfa al enzima como consecuencia de su accién ecuacuptag‘

te sobre la fotofosforilacién no cfellca.

El grupo de BASSHAM ha encontrado un efecte rusg( n

lador muy Importante del smonlaco sobre el metabollismo

del carbono, en células de Chlorella pyrenoldosa, a nivel
de la reaccldn que convierte fosfoenolpliruvato en plruva~
to (85). Aunque estos autores han sué.r!do que este efeoc~
to e¢s causado por una activelén directa de la plruvate qui
nasa por el amoniaco, el fendmeno podrfa ser tamblén In ~
terpretado como un resultado de la acclién desacoplante an
tes descrita del amonlaco sobre la fotofosforilacién, que
conducirfa a una cafde en la carga energética de la célu~
la y, en consecuencla, estimularfa la veloclidad de la
reacclién dependiente de ADP catallizada por la plruvato
quinasa., E1 mismo grupo ha peusta,éi menifiesto (97) que

la adlcidn de amoniaco en la oscuridad causa una estimula-~
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clén de la actividad glucosa 6-fosfato d‘shtdrngcauiu ma=~
yor que la quclecarre cuasndo se apaga la luz, Iatnrprcttg
do este efecto como consecuencia de un desacoplamiento
parcial del flujo de electrones asociado con la fosforlila
elén onldativa que d& Tugar a un aumento en las razones

de NADP*/NADPH y de ADP/ATP.

La carga energética -y el estado redox~ de la c§
lula parece también regular el proceso de filacién de cex;
en algunos de sus enzimas claves, Asf, la activided éc.!i‘

ribulosa 5-fosfato quinasa de Hydrogenomonas facilils se

estimula por el NADH y por el ATP (67), mlentras que el
AMP §a afecta en sentido negativo en extractos crudos de
varlos organismos fotosintéticos y quimiosintéticos (66,
98). MULLER y col. han encontrado que tanto el NADPH (63)
como el ATP (99) causan un aumento en la actividad de la
glliceraldehido 3-fosfate deshidrogenasa dependiente de
NADPY en cloroplastos de espinaca, sugiriendo que la ac -
¢ién estimulante de la luz sobre la activided del enzima
se debe al efecto que sobre dicha actividad tlenen el NADPH
y el ATP que se producen en las reacclones luminosas de ia

FotosTntesls, La Inhibicién de la 3-fosfoglicerato quinase

por AMP, observada en extractos de Hydrogenomonsas fagltls
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{(100), y su activacién por ATP, encontrada en cloroplas-~
tos de guisante (101), sugieren q e este enzima también

se encuentra sometido a un control energético.

En la segunda parte de nuestro trabajo nos hemos
ocupado del estudio de la mitad NADH-dlaforasa del comple
Jo enzim8tico reductor de nitrato, prestando especlal
atenci8n a los posibles mecanismos de la regulacidn de su

actividad catalftica.

Como es sabldo, 1a nitrate reductasa de plantas
superiores (3,6) y algas fotosintéticas (7.35 ) utilizan
NADH como donador de electrones. El NADPH sélo es actlive
cuando el sistema reductor de nitrato se suplementa con
flavin nucle8tido y NADPH-dlaforasa; el NADH, sin embargo,
puede ser utllizado como donador de electrones sin la ac-
clén de otros enzimas o cofactores (3,6,7). La especifici-
dad que exhibe la NADH-nltrato reductasa por el piridfn=ny
cledtido cuando catalliza la reduccién del nitrato es 16gi-~
camente la misma que muestra cuando actia como dlaforasa

frente a otros aceptores de electrones (9). Esta especifi-
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cldad por el NADH, frente al NADPH, parece ser norma gene-

ral en las plantas con clorofila (2).

S$e ha puesto de manifiesto en diferentes !abnrdtg
rios (3,7,102-104) que la reducclidn de nitrato dependlente
de NADH no requiere gensralmente la adlclén de flavin-nu =~
clebtidos. Sin embargo, ZUMFT (5,7) mostrd en Chlorsila
fusca que después de someter el enzima a filtractién en gel
de agarosa se plerde la actividad dependliente de NADH y
que dicha actividad se puede restaurar, de forma muy cahai
derable, por adlci8n de cantidades mfnimas de FAD a :a~m.£"
¢cla de ensayo. E! mismo requerimlento de FAD se habfa ob -
servado {18) en la nitrato reductasa de soja después de

dos precliplitaciones con sulfato amdnico.

DOWNEY (105) ha observado espectrofotométricamen~-
te la reducclén de un compuesto flavfnico en la NADPH-ni -

trato reductasa de Aspergillus al Incubar con NADH y una

posterfor reoxidacidn al afadlr nltrato, sugiriendo que el
enzima es una flavoprotefna. S$In embargo, VENNESLAND vy
JETSCHMANN (52) Intentaron sin &xito identiflicar el FAD co
mo grupo prostético de la nitrato reductasa, tratando de

separar la flavina del apoenzima. Los espectros de absor -
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cién de preparaciones altamente purificadas de nitrato re-
ductasa de dlversos orfgenes (9,106) no han mostrado indi-
caclén alguna de bandas de absorcidn de nucleStidos flavfl-
nlcos sino més blen una absorcidn generallzada a lo largo

de toda 1a zona visible con un hombro alrededor de 410 nm.,

Sa ha demostrado que el calor Inactiva compicta -
mente a 1a mitad diafordsica del complejo NADK«nItrata ra~'

ductasa de Chlorella (5), Chlamydomonas (23) y espinaca

(21), v que dicha inactlivaclién se puede prevenir sl el tra
tamiento se efectda en presencia de cantidad mfnima de fAb;
siendo el FMN totalmente inefactivo. Estos resultados han
permitido sugerlir que la nltrato reductasa de las anterlo-
res fuentes es una flavoprotefna . KAPLAN y col. (107) obser

varon que una NAD(P)H-diaforasa de CLlostridium Kluyverti,

que contisne FMN como grupo prostétlico, se puede proteger
contra su inactivaclién térmica por NADH, NADPH ¢ FMN, pero
no por ﬁhﬂ*, uaoer* & FAD.

En el presente trabajo se muestra {Tabla XIV) que
1a mlitad diafordsica del complejo NADH-nlitrato reductasa

de Chlorella se protege contra el tratamiento térmico a
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25%C por uns variedsd de nuclebtidos plrldfnlicos, flavint-
cos, pldricos y plrimldicos exceopcién heche del! NADPH y
ﬂADP* los cusles son totalmente [nefectivos. Ahora bien,
cuando It‘teua.rntnra de! tratamlento e¢8 m8s alta, 45%C,
el efecto protector se hsce espacffico pera el FAD (Figurs
19), lo cual apoys el pape!l estructural y funclonal del
FAD como constituyente esenclal do la nitrate reductase de

Chlorella fusca (5,7).

La ozlda, el clanato v el carbamil-fosfato hng s}
do descritos como Inhlbldores competitivos respecto sl nl-
trato de la nltrato reductssa de slgas y plentas :upartak~
res (15,21), Nosotros hemos puesto de msniflesto que en
ningln caso protegen contre ta Inactivecidn térmica de 1o
mitad dlaforfsica (Table XV1), lo que est§ de acuerdo con
que el lugsr de acclén de estos Inhibldores se locelice dﬂ

la mitad terminal del complejo.

Los resultados que hemos presentado Indlican gue
algunos nucledtlidos no sélo protegen, sline gue Incluso ag~
tivan la mitad diaforésice del complejo NADH-nltrato redug
tesa de Chlorella contre lo Inactivaclién térmica a 25%¢C,

De entre todos los nucleftidos ensayados hay dos que se
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destacan por este efecto, el NADH y el FAD. El que estos
dos nucleStidos sean los més eflcaces podrfa estar rela~
cionado con el hecho de que, por un lado el NADH es el

donador fisloldglco de electrones del enzima, y por otro,
el FAD un componente esencial del complejo enzimitico, |
Los restantes nucleétidos, probablemente debido a su ana-
logfa qufmica con los anteriores, son también capaces de

proteger contra la Inactivacién t8rmica de la dlaforasa.

Por las razones anteriormente expuestas y por el
hecho de que nl el nitrato nl los Inhibldores competiti -~
vos respecto a2l mismo, que actlan sobre la segunda activ]
dad del complejo, sean capaces de proteger contra la Inac
tivecibn térmica de la primera actividad, hace pensar que
el lugar de acclén de los nucleStidos se localiza en !i

NADH~dlaforasa.

En el caso concreto del NADH hemos encontrado
que no s3lo protege y estimula los niveles originales de
dliaforasa, sino que ademis puede reactivar una prepars =~
clién dlaforésica parcialmente Inactivada por el calor
(Filgura 18). Es muy Interesante ¢l hecho de que al uanpa,

a pesar de su pareclido molecular con el NADH, sea Incapaz
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de proteger céntra la Inactivacién térmica. El NADH njiré
ce su efecto protector sl miximo alin en presencla de
NADPH a concentraclén diez veces mayor. Estos hechos su-
gleren que el NADPH no puede ejercer su efecto arotottﬁr
sobre la dlaforasa deblido a que la afinidad del enzima
por 9! nucledtido fosforilado es muy pequefia, A este res
pecto hay que sefalar que la actividad dlaforésica pro ~
pla del complejo NADH-nltrato reductasa de Chlorella es
patente s8lo frente al NADH y cas! Insignificante con

NADPH (9).

A ta vista de los resultados que hasta ahora he-
mos discutido podemos sugerlr que el §ratamlcntu t&rnf&e |
provoca un camblio de conformacién de la mitad dlaforésica
que dd lugar a su lnaectvucfﬁn. Aparentemente, la unién
de diversos nucleStidos a la protefna la hacen especial -

mente resistente contra dicho cambio de conformacién,

Se ha demostrado em diferentes organismos (15321,
105) que el p=MB inhibe la reduccidn de nitrato por la ni-
trato reductasa cuando ytillza NADH como donador de elegc-
trones, Estos resultados parecen sugerir la existencla de

grupes sulfhidrilos, especlialmente en la mitad dlafaris(*
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ca del complejo, necesarios para la actividad enzimtica,
E} NADH y el FAD son efectivos protectores contra la
Inactivaclién por p-MB de la nitrato reductasa de espina-
ca (21) mientras que, dnlcamente el NADH protege al enzi~

ma de Chlorella (15).

- En el presente trabajo se muestra (T-b!a-l?!i)“
que, entre una varledad de sustratos y coenzimas nnsuy§* 
dos, dnicamente el NADH y, en menor grado, el FAD (g£@~15)
protegen a la dlaforasa del complejo NADH-nitrato rud&aia
sa de Chlorella contra su Inactivacién por gfh!draxlmtrﬁgf
ribenzoato. Puesto que el Rkn* no es capaz de slercer efec
to alguno, se puede sugerir que la proteduddn por NADH se
debe a una reduccifn, posiblemente el mantener reducidos
los grupos ~8H del sltio catalftico frente a su bloqueo
por el p~HMB, A este respecto hay que sefialar que el NADPH
es totalmente fnefectivo. El efecto protector del FAD se
podrfa ;ap!fgar suponlendo que dicho nucledtido se Incor-
pora a la molécula de enzima ~-probablemente al sitic cata~
1ftico~ haclendo menos sccesibles los grupos sulfhidrilos

2 la acclién del mercurial,
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Tanto el NADH como el NADPH producen in vitro la finac~

tivacién de la Fﬂﬂgvnitrata reductasa de Chlorella fus-
ca sin afectar a la actividad NADH-dlaforasa. La Inac~
tivaclén es proporcional a la concentracién de plridfn-~

-nuclebtido.

La nitrato reductasa Inactivada por los pirtdfu«nuclcg
tidos reducldos puede reactivarse, tamblén In vitro,
por oxldaclén con ferriclanuro potésico & con 2,6*41@!2

rofenol Indofenol.

La adlcién de amonlaco al medlo de cultivo provoca la
Inactivacién In vivo de la FNH,-nitrato reductasa sin
afectar al nivel de diaforasa. La nitrato reductasa

inactivads In vivo por el amonlaco se puede reactivar
In vitro por acclién del ferriclanurc, lo que suglere
que el enzima Inactivo se encuentra en su forma redu-

clda,

E} arsenlato y &a metilamina, agentes desacoplantes
-como el amonfaco- de la fotofosforlilacidn no cfeclica,

provocan también la Inactivacién (n vivo de 1a nitrato
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reductasa. E! ferricianure reactiva, fgualmente, al en~

zima Inactivo en estas condleclones.

La menadiona (vitamina KB) -que fotooxida el poder re -
ductor que se forma en la FotosfTntesis~ Impide la Inac-
tivaclén in vivo de la nitrato reductasa por amonlacgo,

arsenlato & metilamina,

Los agentes desacoplantes clitados no ejercen ningdn |
efecto sobre la actividad de la nltratoe reﬁuctasc‘ua )t
oscuridad, 1o cual parece Indicar gque su ncaaa!lu§f4¢
acclén estd estrechamente Ilgado a las reacclones luml-

nosas de la FotosTnteslis,

La nitrato reductasa se puede tamblién [nactivar [n vive
medlante tratamientow que -como la snaeroblosis- deter-

minan que se acumule poder reductor dentro de la célula.

El ADP potenclia de manera especffics la Inactivaclién

in ¥i$$°4. la nitrato reductasa por NADH.

La concentracidn Sptima de ADP para la Inactivacién es

equimolecular con 1s de NADH usada.
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La inactivaclidn por NADH y ADP es de tipo reversible,
recuperando al enzima sus niveles originales de acti-

vidad cuando se prelncuba con ferriclanuro.

El nltrato y diferentes inhibldores competitivos de
la nitrato reductasa, tales como aszida, clanato y car
bamll-fosfato, protegen al enzima contra su Inactiva-

e¢l8n por NADH y ADP,

Los resultados anterfores permiten conclulr que ﬁl‘
amonfaco, y demds agentes desacoplantes, actdan in vi-
vo sobre la nltrato reductasa de mansra Indirescta, al
desacoplar la fotofosforilacién no cfelica y determl-
nar, como consecuencla, un aclmulo en la célula de po-
der reductor y ADP, coenzimas que directamente provo~

¢an la Inactlivaclén del enzima.

E1 NADH y el NADY, asl como los nucledtidos flavinlcos
y una serie de nucledtidos pdricos y plrimfdicos, pro-
tegen -e Incluso activan~ la dlaforasa del complejo

NADH-nitrato reductasa de Chlorella contra la Inactiva

clén térmica a 25%C, Tanto el NADP? como el NADPH son
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totalmente Inefectivos.

Cuando la temperatura de tratamliento es més alta (AS%C),
el efecto protector se hace especiflico para el FAD, 1o
que confirma que dicho coenzima es un componente esen-

clal para la actividad del complejo.

El grado de proteccién por NADH, NAD® y ADP contra la

" Inactivacién térmica de la NADH-diaforasa es dtpondfon* 

‘Gt"

‘7»"'

te de la concentracién del nucledtlido.

E1 NADH no sélo protege y estimula la actividad ortgi%yf
nal sine que Incluso es capaz de reactiver uns prepars=-

cién de NADH-dlaforasa parclalimente Inactiva.

€1 NADH y, en menor proporcién, el FAD son los dnlcos
compuestos entre los ensayados que protegen a la actl-
vidad dlaforsica contra la Inactivacién por p-hidroxi-
mercurfbenzoato, lo cual pone de maniflesto la impor -
tancia de ambos nucledtidos, uno como sustrato y el
otro como grupo prostético, en el complejo enziméitico

NADH-nltrato reductasa de Chlorella.
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