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'I. INTRODUCCION




El nitr6geno es uno de los elementos cualitativa Y
cuantitativamente mis importantes de la materia viva, en la
que se encuentra como compénente de algunas de las biomolé-
culas mids representativas, tales como proteinas y &dcidos nu
cléicos. La via de entrada del nitr6geno en los seres vivos
‘es el Reino Vegetal, a través del cual llega a los animales
en el estado de mdxima reduccién correspondiente al nitrége
nouorgénico. También las plantas necesitan que el nitrdégeno
esté reducido al méximo para poder combinarlo con compues -
- tos carbonados y formar asi los distintos compueétos nitro-
genados de sus células. Sin embargo, a diferencia de los
animales, 1las piantas tienen la capacidad de utilizar el ni
tr6geno inorgidnico existente en la Naturaleza, el cual redu

cen hasta amonio previamente a su incorporacidn.

Con excepcién de un pequefio grupo de organismos ca-
paces de fijar el nitrégeno atmosférico, la forma nitrogena
da mias utilizada es el nitrato, de lo que di idea el hecho
de que se reduzcan anualmente unos 10.000 millones de tone-
ladas de este compﬁesto (Beevers y Hageman,.1969; Losada,

1972).

La utilizacién de nitrato como fuente nitrogenada
no estd restringida a ningﬁnAgrupo de organismos, sino que
es general, siendo realizada tanto por‘algas Y plantas supe

riores, como por distintos géneros de hongos y bacterias.

La diferencia existente entre los estados de reduc-
cién que presenta el nitrégeno en el nitrato, + 5, y en el

amonio, -3, implica la necesidad de una transferencia de 8



‘electrones que, como ha quedado firmemente egtablecido, ocu-
_rre en séio dos etapas: a) reduccién de nitrato a nitrito,
catalizada por el enzima nitrato reductasa, y b) reduccidn
de nitrito a amonio, mediada por la nitrito reductasa, en
reacciones que implican 2 y 6 electrones respectivamente
(Beevers y Hageman, 1969, 1972; Hewitt, 1975; Hewitt et al.,
1976; Losada, 1976; Losada y Guerrero, 1979; Vennesland y

Guerrero, 1979).

La reduccidén de nitrato a nitrito estd catalizada
por una molibdoproteina, la nitrato reductasa, que ha sido
estudiada exhaustivamente en los tiltimos afios. El enzima de
organismos eucariéticos se ha clasificado como NAD(P)H-ni -
trato reductasé, atendiendo a la'naturaleza de su donador
fisioldgico de eiectrones, los piridin nucle6tidos reduci -
dos. La nitrato reductasa de eucariotas fotosintéticos mues
tra una preferencia por NADH como donador de electrones, ha
biendo sido purificado a homogeneidad recientemente en el
alga verde Chlorella vulgaris. En la NADH-nitrato reductasa
de este alga se ha determinadoila existencia de tres subuni
dades de 95—100 KD como constituyentes de un enzima de 356
Kb de peso molecular, que contiene como grupos prostéticos
2 moléculas'de FAD, dos gfupos hemo del tipo b, y 2 étomo;
de molibdeno (Solomonson et al., 1975). La situaci6én en hon
gos, es similar, a exéepéiﬁn de la préfeféncia del enzima
por NADPH, encontrindose también FAD, hemo b, y molibdeno
en la molécula, si bien son solo dos las subunidades presen-
tes (115 KD cada una) siendo, consecuentemente, su peso mole

cular (230 KD) inferior al de eucariotas fotosintéticos (Ga-



| rrett y Nason, 7969} Pan y Nason, 1979).

En eucariotas, la transferencia de 1los electropes al
‘nitrato estd mediada por dos actividades enzimdticas que ope
ran secuencialmente y que, aunque no se hanlogrado sepérar
fisicamente, pueden ser ensayadas independientemente y se
afectan de forma especifica por distintos inhibidores y tra-
tamientos. La primera de estas actividades es una NAD(P)H-
-diaforasa, que contiene FAD y qﬁe por ser la captadora de
electrones es la que marca la especificidad por NADH 6 NADPH
en cada caso. La segunda actividad del complejo enzimitico
NAD(P)H-nitrato reductasa es la nitrato reductasa terminal,
también denominada FNHZ-nitrato reductasa, por su capacidad
de utilizar flavin-nucleétidos (o viol6genos) reducidos, co
mo donadores de electrones. Estudios fisicoquimicos y enzi-
mdticos de diversa indole han determinado que el molibdeno
estd implicado en esta segunda actividad, pensdndose que es
te metal interacciona directamente con el nitrato. El papel
de los grupos hemo, asi como su participacién en una u otra
actividad, permanece aln sin»aclarar definitivamente (Losa-

da y Guerrero, 1979; Vennesland y Guerrero, 1979).

A diferéncia de lo que ocurre con la nitratotfeductg
sa de eucariotas, que se considera soluble,Aen organismos
procaridéticos el enzima se encuentra, en_general, unido a
membranas de tipo fotosintético o respiratorio. En estos or-
.ganismos parece no existir una actividad diafordsica similar
a la del enzima de eucariotas, encontrindose que los piridin
nucle6tidos reducidos no se comportan como donadores de elec

trones adecuados para estos enzimas, si bien se han descrito



casos en los que se observaba reducci6én de nitrato con NADH
en preparaciones de membranas de bacterias fotosintéticas y
cianobacterias (Hattori y Myers, 1967; Hattori, 1970; Katoh,

1963) .

La ferredoxina, una proteina sulfoférrica de poten-
cial muy  negativo, es el principal candidato para desempe
fiar el papel de donador de electrones fisiol6gico de la ni-
trato reductasa de procariotas, habiendo sido descrita su
participacidén en la reduccidn de nitrato en algunos organis
mos tanto fotoergénicos como quimioergdnicos. En procariotas
fotosintéticos, cianobacterias y bacterias fotosintéticas,
la ferredoxina reducida por el fotosistema I podria ser el
donador fisioldgico de electrones para el enzima, si bien
en bacterias no fotosintéticas la baja actividad de reduccién
observada con ferredoxina y la necesidad de utilizar sistemas
exbgenos para reducirla, dejan ébierto a discusidén su posible

papel como donador fisiolégico (Losada y Guerrero, 1979).

En la actualidad, la tinica nitrato reductasa de proca
riotas que se ha conseguido purificar hasta un nivel acepta -
ble (95% de pureza) ha sido la de la bacteria fotosintética
Rhodopseudomonas capsulata, encontrindose, tras una purifica-
cién de solo 60 veces, que la proteina, de peso_molecular 185
KD, tiene dos subunidades iguales de 85 KD cada una, no pre -
senta FAD y si un dtomo de molibdeno y 1 & 2 grupos de hemo
e por molécula (Alef y Klemme, 1977, 1979). El1 enzima no acep
ta electrones de los piridin nucledtidos reducidos, siendo su
donador fisiolégico desconocido por el momento. La baja acti-

vidad especifica (menos de 1 U/mg proteina), asi como el he-



cho de que preparaciones menos purificadas tuviesen activida
des especificas superiores, es explicado por estos autores
como la consecuencia de una destruccién parcial del enzima
durante la purificacidén (Alef y Klemme, 1979). Esto signifi-
ca que atin cuando el enzima esté purificado, el conocimiento
que de €1 se tiene es escaso y ademds basado en un enzima de

cuya integridad se duda.

El segundo enzima de la ruta de reduccién de nitrato,
la nitrito reductasa, ha sido identificado en eucariotas fo-
tosintéticos como una ferroproteina de 63 KD de peso molecu-
lar que carece de FAD y contiene un grupo sirohemo y un cen-

. ES
tro sulfoférrico del tipo {Fe -5, } (Losada y Guerrero, 1979;

4
Vennesland y Guerrero, 1979; Cdrdenas et al., 1979; Lancas-

ter et al., 1979). A diferencia de la nitrito reductasa de
hongos, que contiene FAD que acepta electrones de los piri-

din nucledtidos reducidos, la nitrito reductasa de algas ver
des y plantas superiores, utiliza la ferredoxina reducida fo
tosintéticamente como donador de electrones (Losada y Guerre
To, 1979; Vennesland y Guerrero, 1979; Cadrdenas et al., 1979), °
al igual que se ha encontrado para la nitrito reductasa de

cianobacterias (Manzano et al., 1976; Manzano, 1977; Méndez,

1979).

Las cianobacterias (alga verde-azuladas) constituyen
un grupo perfectamente delimitado de micrborganismos cuya pre
sencia sobre la Tierra data de al menos 2.800 millones de
afios (Schopf, 1970) . La singularidad de este grupo reside en
unir a una estructura celular procaridtica, un aparato foto-

sintético capaz de utilizar el agua como donador de electro-



nes, lo que le confiere una situacién de puente entre las
bacterias y las plantas superiores, de indudable interés eyo
lutivo, y bioldgico en general (Fogget al., 1973; Stanier y

Cohen-Bazire, 1977).

De igual forma que otros organismos fototrofos, las
cianobacterias asimilan compuestos de nitr6geno inorgédnico
tales como nitrato, nitrito o amonio (Allen y Arnon, 1955),
presentando algunas de ellas la capacidad de fijar nitroge-
no atmosférico (Fogg et al., 1973). La importancia cuantita
tiva de la asimilacién del nitrdgeno inorgdnico por estos
organismos puede resaltarse sefialando que el nitrégeno cons

tituye del 4 al 9% del peso seco de las cé&lulas.

En contraposicién con el sistema reductor de nitrato
de plantas superiores, algas y hongos, la informacidn exis -
tente sobre el proceso de reduccién de nitrato en cianobacte
rias es bastante escasa, aunque se ha demostrado que la re -
duccidén transcurre via nitrito en dos reacciones enzimiticas
consecutivas (Hattori, 1962; Manzano et‘aZ., 1976; Manzano,

- 1977).

La nitrato reductasa de estos organismos se encuéntra
unida a membranas, pudiendo ser solubilizada por diversos pro
cedimientos obtehiéndose un enzima qué es activo con donado -
res artificiales pero que no puede acebtar electrones de los
piridin nucleétidos (Hattori y Myers, 1966, 1967; Hattori,

1970; Hattori y Uesugi, 1968a; Manzano et al., 1976).

Preparaciones particuladas de Anabaena cylindrica ca-
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talizan la reduccién de nitrato con ferredoxina como donador
cuando sespreparan'empleando ultrasonidos, mientras que si
se utiliza acetona para ello es el NADH y no la ferredoxina
el donador de electrones efectivo encontrado (Hattori y
Myers, 1967). Cuando el enzima se solubiliza, solo los fla -
vin nucleétidos, o los violégenos, reducidos sirven como do-
nadores de electrones (Hattori, 1970). Sistemas reconstrui -
dos de Anabaena cylindrica, empleando el sistema ascorba -
to/DPIP como donadorAde electrones del fotosistema I, llevan
a cabo la reduccidén de nitrato y nitrito dependiente de fe -

rredoxina (Hattori y Uesugi, 1968b).

En Anacystis nidulans y Nostoc muscorum se ha descri
to la reduccidén fotosintética de nitrato por preparaciones
de membranas que llevaban asociadas la actividad nitrato re-

ductasa (Manzano et al., 1976; Ortega et al., 1976).

La ferredoxina parece ser el transportador de electro
nes entre el fotosistema I y el enzima, si bien en su ausen -

cia atGn tenia lugar una apreciable reduccidén de nitrato.

Utilizando enzima soluble de A. nidulans ligeramente
purificado se ha comprobado que la ferredoxina reducida por
el sistema NADPH/NADP reductasa de espinacas, era capaz de
donar electrones a la nitrato reductasa (Manzanbet al., 1976;

Manzano, 1977).

La reduccidén de nitrato en cianobacterias es un proce
so Intimamente ligado a la fotosintesis, habiéndose consegui-

do acoplar en preparaciones de membranas de A. nidulans, el
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poder reductor generado a partir del agua por el aparato foto
sintético a la reducci6n de nitrato a amonio, con desprendi -

miento estequiométrico de oxigeno (Candau et al., 1976).

En el presente trabajo se presentan evidencias aclara
torias de algunos puntos conflictivos sobre la reduccibn de
nitrato en cianobacterias y se aportan otras nuevas relativas
a la participacibén de la ferredoxina como donador inmediato

de electrones para la nitrato reductasa de 4. nidulans.

Se ha desarrollado un procedimiento general de purifi
caci6n de enzimas dependientes de ferredoxina, por cromatogra
fia de afinidad redox en geles de ferredoxina-Sefarosa, que
se ha aplicado con éxito a la purificacidén hasta homogeneidad
de NADP reductasa y nitrato reductasa de 4. nidulans , habien
dose estudiado en especial algunas de las propiedades de este

Gltimo enzima.

Parte de este trabajo ha sido ya publicado (Manzano
et al., 1978), habiendo sido también objeto de comunicaciones
a Congresos (Manzano et al., 1977;.Candau et al.,, 1977; Manza-

no et al., 1978; Candau et al., 1979a,b,c).



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

IT.A.1. Material biolégico

El microorganismos utilizado en el presente trabajo
ha sido la cianobacteria (alga verde-azulada) Anacystis nidu-
lans L 1402-1 procedente de la coleccién de cultivos de la

Universidad de G&tingen.

IT.A.2. Condiciones Standard de cultivo

Las células se cultivaron autotréficamente y en con-
diciones de esterilidad, utilizando frascos de Roux (de 1 y 4
1 de capacidad) 1llenos hasta sus tres cuartas partes con un
medio sintético modificado a partir del descrito por Allen y
Arnon (1955). Un litro de dicho medio contenia en mmoles:
N03

PO,HK,,

solucién de micronutrientes.

K, 20; SO,Mg, 0,5; Cl,Ca, 0,1; ClNa, 2; MoO,Na,, 0,004;

4 2
12; junto con 1 ml de solucién de Fe-EDTA y 1 ml de

La solucién de Fe-EDTA se prepard seglin Arnon et al.
(1974) . Para ello se disolvian 16 g de EDTA (4cido libre) y
10,4 g de KOH en 186 ml de agua y se mezclaban con una diso-
lucidén que contenia 13,7 g de SO4Fe-7H20 en 364 ml de agua.
A través de la mezcla se borboteaba aire dufante varias ho -
ras, a fin de oxidar completamente el hierro. La solucidn fi
nal tenfa un pH aproximado de 3, y contenia 5 mg de hierro y

13 mg de potasio por ml.
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La solucidén de micronutrientes utilizada era una mo
dificacidn de la solucibn de"met’alesiA5 CAllen,v]978) y conte
nia en gramos ﬁor'litro: BO3H3,'2;86; Clen-4H20,'1;81;

MoO,Na, -2H,0, 0,252; so4Zn-7H20; 0,222; S0,Cu-5H,0, 0,079.

4

El medio, conteniendo todos sus componentes a excep
cién del fosfato, se colocaba en los correspondientes frascos
de cultivo; los cuales se tapaban con algodén graso. Atrave-
sando el tapén se encontraba una varilla de vidrio hueca cuyo
exfremo inferior alcanzaba el fondo del tubo y cuyo extremo
superior,relleno con una pequeifia pieza de algoddén hidréfobo,
se prolongaba mediante un tubo de goma que serviria de cone -
xién con el sistema de gaseo durante el cultivo de las células,
Yy que se cerraba con una pinza antes de proceder a la esteri-
lizacidén del sistema. La esterilizaci6én se conseguia calentan
do.en autoclave SELECTA (Espaﬁa) modelo P, durante 20 min a
la presién de 1 atm (121°C). E1 fosfato se esterilizaba sepa-
radamente para evitar su precipitacién y se aﬁadia, una vez

frio, en condiciones estériles.

El crecimiento se llevd a cabo en un cultivador de
algas KNIESE (R.F.A.), que suministraba al cultivo una ilumi-
nacién continua de 23 a 25 W/m’ y mantenia su temperatura a

40°C (6ptimd de crecimiento).

A través del medio de cultivo se burbujeaba una mez
cla de aire-C0, en la proporcién 98:2 (v/v) a fin de garanti-

zar la agitacidén y el suministro de aire y CO2 al cultivo.
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Para la preparacién del inéculo se parti§ de célu -
las cultivadas en medio sélido; de igual composicién que el
medio 1iquido ﬁero suplementado con agar al 1,5% (p/V), o bien
de las procedentés de anteriores cultivos en medio 1iquido.
Estas células se cultivaban en frascos de fermentécién de
200 ml de capacidad, conteniendo 150 ml de medio de cultivo,

en las mismas condiciones descritas anteriormente.

II.A.3. Modificaciones de las condiciones standard de cultivo

Para la obtencidén de cé&lulas deficientes en molibde
no, necesarias para los experimentos de competencia W-Mo, se
utilizaba medio de cultivo sin molibdato, y con ClNH4 (10 mM)
en lugar de NOSK como fuente de nitrégeno. La inoculacidn de
estos cultivos se hizo originariamente con células provenien-
teé' de un cultivo standard, y posteriormente con células cul
tivadas en estas condiciones. Para minimizar la cantidad de
molibdeno transferido al inocular por primera vez, asi como
para eliminar el medio antiguo, las células utilizadas como
inﬁculo se sedimentaban previamente por centrifugacidn y se

lavaban con medio fresco, todo ello en condiciones estériles.

Para obtener células deficientes en hierro necesa -
rias para la obtencidn de la flavodoxina, se utilizaba medio

standard al que no se afiadia la solucién de Fe-EDTA.

Los cultivos en gran escala, necesarios para obtener
el material de partida para las purificaciones, se llevaron a

cabo utilizando botellones de vidrio de 20 1 de capacidad
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(28 cm de digdmetro), o bien recipientes de pladstico polimeta-
crilato de 60 cm de longitud, 40 cm de altura y 20 cm de pro-
fundidad, de 40 1 de capacidad Gtil. En estos casos se omi -
tian las condiciones de esterilidad, la temperatura se mante-
nia entre 34 y 382C, y la iluminacién se llevaba a cabo por
medio de paneles opuestos de tubos fluorescentes que suminis-
traban una intensidad en la superficie de los tubos de 16 a
18 W/mz. Los correspondientes recipientes se inoculaban con
5-7,5 vol de suspensién de células de tres dias de crecimien-

to cultivadas en esterilidad, por cada 100 vol de medio.

En estas condiciones, y dada la ausencia de compues-
tos orgdnicos en el medio de cultivo, no se presentaban pro -
blemas de contaminacién durante el periodo de crecimiento (3-

-4 dias).

IT.A.4. Recogida de células

Cuando el volumen de células a recoger era menor de
31, la recogida se efectuaba por centrifugacidén a 3.000 x g
durante 10 min. En caso de cantidades superiores, se utiliza-
ba un sistema de centrifugacién en flujo continuo Szent-
Gyorgyi-Blum (SORVALL, U.S.A.) operado a 23.000 x g y 0,7
1/min de caudal, o bien una centrifuga SHARPLES (Francia) de

flujo continuo a 39.200 x g y un caudal de 1,5 1/min.

En las condiciones descritas, el rendimiento de los
cultivos standard era de 2-3 g de peso fresco por 1 de medio

en tres dias de crecimiento, bajando en los cultivos en gran
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escala a la mitad aproximadamente, lo que parece deberse fun-

damentalmente a limitaciones en la iluminacidn.
IT.B. PREPARACIONES Y ENSAYOS

IT.B.1. Preparacibn de extractos celulares

- Aproximadamente 90 g (peso fresco) de células pro-
venientes de 80 1 de cultivo, crecidas y recogidas como se ha
indicado anteriormente, se resuspendieron en tampbén Tris-ClH,
pH 8,5, 25 mM, EDTA 0,5 mM, preenfriado a 22C, hasta un volu-
men final de 200 ml. La suspensién celular se sometia a tra-
tamiento con ultrasonidos durante 15 periodos de 1 min alter-
nados con otros tantos de igual duracién en los que se inte-
rrumpia el tratamiento, a fin de mantener la temperatura por
débajo de los 42C. Durante toda 1la operacién el recipiente
que contenia las células se mantenia sumergido en un bafio de
agua a 02C. La frecuencia de la oscilacién era de 20 KHz y su

potencia de 90 W (sonicador BRANSON, Inglaterra, mod. B 12).

A la suspensién de células asi tratada, se le afia-
dia ribonucleasa y desoxirribonucleasa (25 mg de cada una)
para digerir los &dcidos nucleicos y disminuir asi la alta vis
cosidad de 1la preparacién: Des?ués de 100 min de incubacién
en frio, se transferian a un bote de centrifuga tras lavar el
recipiente con 20 ml de T25, y se eliminaban los restos celu-
lares por centrifugacidén a 3.300 x g durante 15 min. El sobre

nadante de esta centrifugacién (aproximadamente 195 ml) cons-
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titufa el extracto crudo libre de cé€lulas del que se partia
en las purificaciones en gran escala. Este extracto mantenia

aproximadamente el 85% de la actividad original.

II.B.2. Polvos de etanol

Los extractos utilizados en los experimentos de ad-
sorcién de nitrato reductasa y NADP reductasa a geles de fe-
rredoxina-Sefarosa se obtuvieron de la siguiente forma: Una
suspensién de aproximadamente 5 g (peso fresco) de células en
10 m1 de tampén T25 se colocaba en un recipiente y se le afia-
dia 200 ml de etanol absoluto preenfriado a -152C. La suspen-
si6én se agitaba con una varilla a fin de eliminar los grumos
de células y se dejaba sedimentar durante 30 min. Tras elimi-
nar el sobrenadénte por decantacidén, las células se lavaban
cdn etanol frio (1-2 1) en un embudo Buchner hasta que el fil
trado aparecia casi incoloro. Los restos de etanol se elimi-
naban lavando con 100-200 ml de dietileter a -152C. El1 mate-
rial retenido en el embudo se pulverizaba sobre un papel de

filtro y se extendia para facilitar la evaporacién del éter.

Los polvos obtenidos, de color azul, se extraién du
rante la noche (12 h) con 10 ml de tampén Tris-ClH, pH 7,5,
50 mM, conteniendo 0,1 M de NOK y 0,1 mM de EDTA. La prepa-
racién se centrifugaba a 40.000 x g durante 20 min y, tras
filtrar el sobrenadante por una columna de Sephadex G-25 equi
librada con tampén Tris-Cl1H, pH 8,0, 10 mM, se utilizaba co-

mo extracto enzimatico.
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IT.B.3. Obtencibn de preparaciones de membranas de 4.nidulans

con actividad de fotosistema I (nitrato reductasa particulada)

Se sigui6é un procedimiento similar al descrito por
Manzano et al.(1976), con ligeras modificaciones. Las células
de cultivo en fase exponencial de crecimiento se recogieron
por centrifugacién a 4.500 x g durante 10 min y, una vez la-
vadas con tampdn fosfato potisico, pH 7,0, 50 mM, se resuspen
dieron en el mismo tampén (10 ml/g peso fresco de células) pe
ro suplementado con sacarosa y EDTA'Na2 a concentraciones 0,5
My 10 mM, respectivamente. Se afiadieron a la suspensidén 100
mg de lisozima por g de células y se incubd a 352C durante 2
h. Los esferoplastos resultantes se recogieron centrifugando
a 4.500 x g durante 10 min, y se resuspendieron en el mismo
volumen de tampdén de lavado frfo, suplementado esta vez con
CléMg a una concentracién de 10 mM. Tras 80 min de choque hi-
poténico en frio, se sometid 1la preparacién a tratamiento con
ultrasonidos durante dos periodos de 30 s (75 W a 20 KHz). Los
restos celulares se eliminaron centrifugando 10 min a 4.500
X g, recogiéndose posteriormente las particulas ﬁresentesAen
el sobrenadante, por centrifugaci6én a 46.000 x g durante 30
min. Finalmente, las particulas sedimentadas se resuspendie-
ron cuidadosamente en el volumen adecuado de tampén Tris-ClH,
pH 7,5, 50 mM, para obtener una concentracién final de.parti—

culas que contuviesen de Q,7 a 0,2 mg clorofila/ml.
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I1.B.4. Purificacién de ferredoxina

-

ﬁa ferredoxina de 4. nidulans se purificd siguiendo
bdsicamente el procedimiento descrito por Smillie y Entsch
(1971), que comprendia: obtencibén de polvos de acetona; ex -
traccién con tampdén Tris-ClH,va 7,8, 50 mM; fraccionamiento
con sulfato aménico (60-100%); y cromatografia de intercam -
bio i6nico en DEAE-celulosa. Las modificaciones introducidas
consistieron en la utilizacién de tampén Tris-ClH, pH 8,5,
25 mM, en lugar del descrito, y en la sustitucidén de la co -
lumna de DEAE-celulosa por otra (18 mm x 5 cm) empaquetada

con DEAE-Sephadex A-25 y equilibrada con el tampén anterior.

15+

-

101 | FIGURA 1. Espectro de ab

soreidbn de la ferredoxi-
na de A. nidulans.La pro
teina se encontraba a una
concentracidén 0,12 mM en
N un tampén Tris-C1lH, pH

: 8,5, 25 mM
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Los extractos enzimdticos utilizados en la purifi-

cacidén en gran escala de nitrato reductasa contenian una ele

vada cantidad de ferredoxina, la cual quedaba retenida en la



21

columna de DE-52 empleada en el paso de cromatografia de in-

tercambio.idnico. Una vez elufda la nitrato reductasa, la fe-
rredoxina se recuperaba como se indica en el apartado III.D.1.
La proteina asi obtenida presentaba un alto grado de pureza

a juzgar por su espectro de absorcidén ( Fig. 1), considerable
mente similar al descrito para esta ferredoxina por Yamanaka

et al.(1969), si bien nuestra preparacidén presentaba una ra-

zén de valores de absorbancia A330/ A276 de 0,70, superior a

la descrita por estoé autores (0,68) para su ferredoxina, que
describian como '"casi homogénea segiln criterio de ultracentri

fugacién',

La ferredoxina de Spirulina maxima se purificé a
partir de cé&lulas secas del alga,'segﬁn el método desarrolla-
do por Hall et al.(1972), seguido de cromatografia en hidroxi
apatito Bio-Gel HTP, necesaria para eliminar los restos de &-

cidos nucleicos.

Las ferredoxinas obtenidas de las diferentes fuen-
tes por 1los procedimientos indicados, se dializaban extensiva
mente antes de su uso; contra tampén Tris-C1H, pH 8,5, 25mM,
presentando siempre una relacién de valores de absorbancia

A423/ A,se igual o superior a 0,50;

LI,B.S.'?ﬁrificaciénidé flévodoxiné~

La flavodoxina se ﬁreparé a partir de células de A.

nidulans crecidas en medio de cultivo standard al que no se
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1

La Sefarosa-4B activada con bromuro de cianégeno,
se colocaba en un embudo de placa porosa y se dejaba hinchar
durante 5-10 min en CI1H 1 mM, manteniendo cerrada la salida
del embudo. A continuacién, se lavaba durante 15-20 min uti-

lizando 200 ml de C1H 1 mM por cada g de gel seco.

El pH de la solucién de ferredoxina se ajustaba a
10,5, por adicidn de tampén COE/COSH‘ hasta una concentracién
final de 0,1 M, y se mezclaba con la Sefarosa, ya tratada, en
una proporcién de unos 10 mg de ferredoxina por ml de gel,que
dando finalmente la mezcla a un pH de 10,2. La mezcla se man-
tenia a 42C y con agitacidn suave durante 12-16 h, terminadas
las cuales la ferredoxina no unida se eliminaba por filtracién
seguida de lavado con 20 ml/g gel seco, de tampén fosfato po-
tésico, pH 7,5, 5 mM, suplementado con EDTA-Na,, 0,3 mM. Los
grﬁpos de la Sefarosa activada que no hubiesen reaccionado
con la ferredoxina se bloqueaban incubando durante una hora
con Tris-ClH, pH 7,5, 0,1 M, en una proporcién de 20 ml de

tampén por cada g de gel seco.

A partir de la absorbancia a 423 nm que presentaban
los»tampones de lavado se podia calcular que, en estas condi-
ciones, un 75-80% de la ferredoxina quedaba unida covalente-

mente a la matriz, obteniéndose un gel de color marrén-roji-

zo que contenia unos 8 mg de ferredoxina por ml de gel.

Antes de utilizarse por primera vez, asi como des-
pués de cada purificacién, el gel de ferredoxina-Sefarosa se -

lavaba con CINa 1,5 M en Tris-Cl1H, pH 8,5, 25 mM, a fin de
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afladia hierro. El procedimiento empleado, tomado de Smillie
y Entsch (1971), es el descrito en el apartado II.B.4. para
la purificacibén de la ferredoxina. La pureza de la prepara-

cidén se controld espectrofotometricamente.

~II.B.6. Purificacidén de la NADP reductasa

La ferredoxina-NADP reductasa de hojas de espinacas
se prepard siguiendo un procedimiento andlogo al descrito por
Shin et al. (1963), que incluia fraccionamientos con acetona
y sulfato aménico, asi como adsorciones a DEAE-celulosa. La
preparacién parcialmente purificada resultante, de color ama-
rillo, presentaba una actividad de 34,2 U/ml en las condicio-

nes de ensayo del apartado IT.B.9.

El enzima de 4. nidulans se purificd por doble cro-

matografia de afinidad como se indica en Resultados.

Antes de iniciarse el proceso de acoplamiento a la
Sefarosa, la ferredoxina, tanto de A. nidulans como de S. maxi
ma, se concentraba mediante adsorcién a una columna de DEAE-
~Sephadex A-25 (18 mm x 1-2 cm), seguida de'elucién con tam-
pén Tris-C1H, pH 8,5, 25 mM, suplementado con C1Na a una con
centracidén 0,8 M. El cloruro sédico y el tamp6én Tris-ClH se
eliminaban por filtracién a través de una columna de Sephadex

G-25 equilibrada con tampén fosfato potédsico, pH 7,5, 5 mM.
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eliminar cualquier posible protefna unida inespecificamente

al mismo.

Mantenido a 2-42C, el gel era estable indefinidamen
te, si bien se observaba una ligera decoloracidén y una peque-
fla pérdida de capacidad de unién de enzimas tras varios meses

de uso.

I1.B.8. Ensayo de la actividad nitrato reductasa

IT.B.8.1. Ensayo standard de la actividad nitrato reductasa

Se 1levd a cabo en tubos de 10 ml abiertos al aire,
utilizando ditionito sddico como donador de electrones y me-

tilvioldégeno como transportador.

La mezcla de reaccidén incluia en un Voiumen final
de 1 ml: tampén C03/CO,H™, pH 10,5, 100 ymoles; NO K, 20 umo-
les; metilvioldgeno, 4-umoles; 8204Na2 (85% de pureza), 2 mg
disueltos en 0,1 ml de una solucién 0,3 M de COSHNa (9,8 pmo-

les y 30 umoles, respectivamente), y una cantidad adecuada de

enzima.

La disolucifn de ditionito s6dico (usualmente 2 ml

de volumen final) se preparaba inmediatamente antes de usarse.

El ensayo se iniciaba con la adicién del ditionito,
se desarrollaba durante 5 min a 302C, y se detenia provocan-
do la oxidacidn répida del ditionito mediante agitacidn vigo-

rosa en un vibrador Super-mixer LAB LINE INSTRUMENTS (U.S.A.)
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hasta la decoloracibén del color azul del metilviolégeno redu-

cido.

El nitrito formado en la reaccién se determinaba co

mo se indica en el apartado IT.C.16.

Una unidad de actividad nitrato reductasa corres-
ponde a la formacién de 1 umol de nitrito por min en las con-

diciones del ensayo standard.

II.B.8.2. Ensayo in situ de la actividad nitrato reductasa

Las células cuya actividad nitrato reductasa se
pretendia determinar, se trataban con tolueno, a fin de per-
meabilizar sus membranas, permitiéndose la libre circulacién

de los compuestos necesarios para el ensayo.

Las células, una vez lavadas en el tampén adecuado,
se resuspendian en el mismo tampén hasta alcanzar una concen-
tracién aproximada de 10-20 ul v.e.c./ml, y se sometian duran
te 90 s a agitacién vigorosa en un Super-mixer en presencia

de tolueno a una concentracién final del 2% (v/v).

La actividad nitrato reductasa se determinaba en es
tas células permeables utilizando una cantidad adecuada de la
suspensidén (usualmente 0,1 ml) y siguiendo las condiciones

del ensayo standard.
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II.B.8.3. Ensayo de la actividad nitrato reductasa con ferre-

L

doxina reducida enzimdticamente

La actividad Fd-nitrato reductasa se determinaba
usualmente por un procedimiento similar al descrito por Manza
"no et al. (1976), utilizando el sistema NADPH/NADP reductasa

como reductor de la ferredoxina.

El ensayo se llevaba a cabo en condiciones aerdébi -
cas, utilizando tubos de 10'm1. La mezcla de reaccidén conte -
nia en un volumen fiﬂal de 1 ml: tampén Tris-C1lH, pH 8,5, 100
pmoles; N03K, 20 ymoles; ferredoxina de A. nidulans, 17,6 nmo
les; NADP reductasa purificada de espinacas o de A. nidulans
cantidad saturante (2 U); NADPH, 1 pymol; y una cantidad ade -
cuada de nitrato reductasa. La reaccién se iniciaba por adi -
-€ibn del NADPH y, tras dejarla transcurrir durante 15 min a
302C, se detenia afiadiendo 0,1 ml de acetato biarico 1 My 2
ml de etanol absoluto frio. El nitrito formado en la reaccidn

se determinaba como se indica en el apartado II.C.16.

I1.B.8.4. Ensayo fotosintético de la actividad nitrato reduc-

tasa

La actividad nitrato reductasa asociada a las pre-
paraciones de membranas obtenidas como se indica en el apar-
tado II.B.3., se ensayd utilizando el par ascorbato/DPIP co-
mo donador de electrones para el fotosistema I. El ensayo se
llev6 a cabo en aerobiosis a 302C, utilizando un aparato de
Warburg que suministraba una intensidad de iluminacidén de luz
blanca de 100 W/mz..La mezcla de ensayo, similar a la descri-
ta por Manzano et al. (1976), contenia en un volumen final de

1 ml: tampén Tris-C1H, pH 9,0, 100 umoles; NO K, 20 umoles;
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ferredoxinq de 4. nidulans, 17,6 nmoles; DPIP, 100 nmoles; as-
corbato s6dico, 10 umoles; y una cantidad adecuada de la pre-
paracibén de membranas que llevaba asociada la nitrato reducta-
sa. El1 periodo de iluminacién (tiempo de ensayo) fué de 15 min,
determindndose a continuacién el nitrito producido, como se

indica en el apartado II.C.16.

I1.B.9. Ensayo de la actividad ferredoxina-NADP reductasa

La actividad enzimdtica ferredoxina-NADP reductasa,
tanto del enzima de espinacas, como del de A. nidulans, se de-
terminé espectrofotometricamente, siguiendo la reduccién de
citocromo ¢ con NADPH como reductor, a 550 nm. La mezcla de
reaccién, modificada a partir de la descrita por Shin (1971),
contenia en un volumen final de 1 ml: tampén Tris-ClH, pH 8,5,
100'umoles; citocromo ¢ de corazén de caballo, 129 nmoles; fe-
redoxina de A. nidulans,17,6 nmoles; NADPH, 2 pmoles; y una

cantidad adecuada de enzima.

Para facilitar la localizacibén de la actividad NADP-
reductasa en las diferentes fracciones de los eluatos de las
columnas, se utilizaba un ensayo cualitativo empleéndose pla-
cas de porcelana para ensayos mﬁltiples a la gota (12x), y co-
locando en cada uno de los pocillos 0,6 ml de una mezcla de
reaccién que contenfa: tampén Tris-ClH, pH 8,0, 4,5 umoles;
cloruro de yodonitrotetrazolio, 0,45 ﬁmoles; ferredoxina de
" A. nidulans, 17,6 nmoles;NADPH, 0,6 umoles; y una cantidad -a-

decuada de preparacién enzimdtica. El ensayo se iniciaba por
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adici6én del enzima, de;ecténdose la actividad visualmente por
~la aparicién de un color rojo caracterfistico. La reaccién no
era estrictamente dependiente de ferredoxina, si bien su pre-
sencia incrementaba fuertemente la velocidad del proceso. De
entre las actividades diafordsicas asi 1oéalizadas, se deter-
minaba posteriormente la correspondiente a la ferredoxina-NADP
reductasa por medio del ensayo cuantitativo especifico de re-

duccién de citocromo ¢ anteriormente descrito.

Una unidad de actividad enzimdtica correspondia a la
reduccién de un pumol de citocromo ¢ por min en las condiciones

de ensayo anteriormente descritas.

IT.B.10. Ensayo de otros enzimas

La actividad alcohol deshidrogenasa se determind
espectrofotometricamente a 340 nm por un procedimiento modifi-
cadoa partir del descrito por Bergmeyer (1974); La mezcla de
reaccién utilizada contenia en un volumen final de 3 ml : tam-
pén fosfato s6édico-glicina, pH 8,8, 281,25 ymoles; hidrocloru-
ro de semicarbazida, 275 pmoles; etanol, 175 umoles;'NAD+, 4,8

umoles; y una cantidad adecuada de enzima.

La actividad catalasa se determind espectrofotométri
camente a 240 nm, segln el procedimiento de Bergmeyer (1974),
ligeramente modificado. La mezcla de reaccidn empleada conte-
nia en un volumen final de 3 ml: tampén fosfato potasico, pH
7,0, 145 ﬁmoles; peréxido de hidrégeno, 56,7 ymoles; y una can

tidad adecuada de enzima.
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IT.C. TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICOS

II.C.1. Centrifugaciones

Para la recogida de células, preparacidén de extrac-
tos celulares, y en los distintos pasos de purificacién, se
emplearon centrifugas refrigeradas SORVALL (U.S.A.) modelo

RCZ-B con rotores SE12, SS34 y GSA.

Para centrifugacién en flujo continuo se empled el
sistema Szent-Gyorgyi-Blum en una centrifuga SORVALL modelo
S§S-1. Para centrifugar grandes vollmenes se utilizé una cen-

trifuga SHARPLES PENNWALT (Francia) de flujo continuo.

Las centrifugaciones a alta velocidad se llevaron
a cabo indistintamente en ultracentrifugas BECKMAN SPINCO (U.

S.A.) modelos L2-50B y L2-65B, utilizando un rotor tipo 30.

"En las centrifugaciones en gradientes de sacarosa
se usd una ultracentrifuga BECKMAN SPINCO modelo L2-50B con

un rotor SW 56 Ti de receptéculos basculantes.

IT.C.2. Centrifugacidén en gradientes de sacarosa

Para la formacién de los gradientes de sacarosa (5-
20% (p[v)) se emp1e6 un aparato mezclador BUCHLER (U.S.A.) de
dos~compartimentos. Después de llenar el canal de comunicacidn
entre compartimentos con la solucibén mis diluida,se afiadieron

2,05 ml de una solucidn al 5% de sacarosa enﬁPris-Clﬁ; PH 8,5,
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50 mM; ClNa, 0,1 M, en el compartimento mids alejado de la sa-
lida y 2,05 ml de una solucién al 20% de sacarosa en el mis-

mo tampén al compartimento conectado a la salida, agitdndose

continuamente el contenido de ese compartimento mediante una

varilla vibradora. El tubo de salida se mantenia al principio
cerca del fondo del tubo de centrifuga y se iba elevando pro-
gresivamente, manteniéndolo en contacto con el menisco del

- liquido, mediante un aparato Densi-Flow de BUCHLER.

Los tubos de centrifuga utilizados fueron BECKMAN

tipo 328874, de polialémero, de 1,11 cm x 6,03 cm (Z_ﬁ X '2;;5_..).

Las fracciones se recogieron desde el fondo del tu-
bo mediante el aparato Densi-Flow acoplado a una bomba peris-
tadltica LKB. Tipicamente se obtenian 23 fracciones de 3 gotas

y una de 2 gotas.

La linealidad de los gradientes en las condiciones
utilizadas se combfobéraﬁadiendo DPIP a concentracién final
de 0,22 mM a la solucién mds diluida de sacarosa. Tras recoger
las fracciones como se ha indicado, se afadi6é 1 ml de agua a
cada una y se determind su absorbancia a 600 nm. Excepto.los
cuatro primeros Valores; correspondientes a la-parte redonde-
ada de la base del tubo, los resultados obténidps se ajusta -

ban a una recta con un coeficiente de correlacidén de 1,000.

Para la determinacién del:coeficiente de sedimenta-
cifén, se coloc6 una muestra de 0,1 ml de una mezcla contenien-

do nitrato reductasa y‘ﬁroteinas marcadoras en la parte supe -
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rior de un gradiente preenfriado a 2°C. La centrifugacidn se
ilevé,a‘cabora‘zgcj durante 19 1/2 h y a 45.000 r.p.m. enuna
centrifuga BECKMAN SPINCOL2-50B empleando un rotor SW 56Ti de

receptaculos basculantes.

Las proteinas marcadoras utilizadas fueron ovoalbG-
mina (0,5 mg por gradiente), alcohol deshidrogenasa (33 ug) y
catalasa (5 Hg). La ovoalbimina se detectd por su absorbancia
a 230 nm y la alcohol deshidrogenasa y la catalasa por sus ac

tividades cataliticas.

Ei coeficiciente de sedimentacién de la nitrato re-
ductasa se calculé por el método de Martin y Ames (1961) uti-
lizando unos valores de coeficiente de sedimentacién (SZO,W)
de 3,55 S, 7,61 Sy 11,3 S para 1la ovoalbtmina, alcohol deshi

drogenasa y catalasa respectivamente (Brewer et al., 1974).

ITI.C.3. Cromatografia en columnas

I1.C.3.1. Cromatografia de de filtracidén en gel

-

Se utilizaron columnas de vidrio calibrado de 15 &6

25 mm de didmetro suministradas ppr PHARMACIA (Suecia).

Las muestras se aplicaban con una jeringa o, en los
casos mds criticos, introduciendo la solucién con una bomba
peristdltica a través de un orificio de la tapa de la colum-

na.

El contenido de proteina de los eluatos se registra

ba continuamente, midiendo la transmitancia a 280 nm por me -



32

dio de un aparato Uvicord II de LKB (Suecia).

I1.C.3.2. Cromatografia de afinidad en ferredoxina-Sefarosa

En este caso se us6é una columna de 26 mm de didme-
‘tro, limitdndose las partes inferior y superior del lécho del
gel (16,5 cm de altura) mediante dos émbolos PHARMACIA, apli-
cdndose las muestras directamente sobre el gel a través del

émbolo superior.

En los experimentos en pequefia escala se utilizaron

columnas de 10 x 80 mm.

I1.C.3.3. Cronatografia de intercambio iénico’

Se emple6 DEAE-celulosa DE-52, equilibrada inicial-
mente con tampdn concentrado y reequilibrada posteriormente
en la columna con el tamp6n adecuado. Otras condiciones de
utilizacién fueron las que indica el fabricante. La columna
empleada, de 30 mm de didmetro, fué suministrada por ANORSA
(Espafia). La altura ocupada por el lecho de DE-52 era de 70

mm.

En la purificacién de ferredoxina se utiliz6 DEAE-
Sephadex A-25 hinchado en tampén Tris-ClH, pH 8,5, 25 mM
(T25) y equilibrado en dicho tamp6n mediante cambios repeti-

dos del mismo y lavado prolongado.

A las suspensiones de geles y de DEAE-celulosa se

les eliminé el aire por succi6n mediante una trompa de agua.
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El flujo de lfquido en las columnas se regulaba por
-medio de. bombas peristdlticas LKB tipo Perpex 10200 de cabe -

zas reductoras intercambiables.

Las fracciones se recogian automdticamente utilizan

do un colector LKB modelo Ultrorac 7000.

IT.C.4. Determinacidén del radio de Stokes

El radio de Stokes de la nitrato reductasa se esti-
md mediante cromatografia de filtracién en gel, siguiendo el
" método descrito por Siegel y Monty (1966). Se ufilizé una co-
lumna conteniendo un lecho de Sephadex G-150 (15 mm x 77,3
cm) al que se afiadi6é en su parte superior Sephadex G-25 (1 cm
"de altura) a fin de proteger la superficie -del lecho de Sepha
dex G-150. La columna se equilibrdé en tampén Tris-ClH 50 mM,
pH'8,S5 ClNa 0,1 M, utilizando una bomba peristdltica LKB a

un flujo de 5,39 ml/h.

E1l volumen vacio CVO) se determiné filtrando una
muestra de 0,3 ml de una solucibén de azul dextrano al 0,3%
(p/v) en tamp6n de equilibrado suplementado con sacarosa al
1% (p/v). E1 valor promedio de tres determinaciones fué-de
50,31 ml1. E1 volumen total (Vt) se estimb cbmo‘122,0 ml me-
diante calibrado con agua. Los voltimenes de elucidn (Ve) se
calculaban a partir del peso del 1liquido correspondiente y

de la densidad del mismo (1,00462 g/ml).

Las proteinas utilizadas como marcadores, asi como

los radios de Stokes considerados, fueron: alcohol deshidro-
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o o
genasa de levadura, 45 A;seroalbhfinina bovina, 35,5 A; oyoalbd

[+] o
mina, 27,3 A;y citocromo ¢ de corazén de caballo, 10 A.

La alcohol deshidrogenasa y la nitrato reductasa se
localizaban por su actividad catalitica, tal como se indica
en ios apartados II.B.10 y II.B.8.1. respectivamente. La sero
albGmina y quimotripsinf6geno se detectaron por su absorbancia

a 230 nm, el citocromo a 410 nm, y el azul dextrano a 620 nm.

Las cantidades de marcadores aplicados fueron: al-
cohol deshidrogenasa, 197 U; seroglbﬁmina, 1,8 mg; ovoalbimi-
na, 3 mg; quimotripsinégeno, 1 mg;y citocromo ¢, 1 mg. Las
muestras, disueltas en 0,3 ml de tampbén de equilibrado suple-
mentado con sacarosa el 1% (p/v), se aplicaron con jeringa.
Se tomaron fraceciones cada 12 min excepto en el caso de la se
roalbimina, en que fueron cada 10 min (aprox. 1,08 y 0,90 ml
respectivamente). Los resultados se trataron segfin Lauren y

1/2

Killander (1964), representando (-log Kav) , donde Kav =

= Ve—Vo/Vt-VO, en funcién del radio de Stokes.

IT.C.5. Determinacitn del peso molecular por filtracidén en
el
El peso molecular de la nitrato réductasa se esti- .
mé mediante cromatografia de filtracién en gel siguiendo el
método de Andrews (1964) utilizando una columna de Sephadex

G-150 de las mismas caracteristicas e idénticas condiciones

experimentales a las descritas en el apartado anterior.

Las proteinas utilizadas como patrones, asi como
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los pesos moleculares considerados fueron: alcohol deshidroge
nasa, 150.000; ovoalbGmina, 45.000; quimotripsindgeno 4,

25.000;y citocromo ¢, 12.400.

II.C.6. Electroforesis analfitica en geles de poliacrilamida

Se 1levé a cabo en geles de poliacrilamida al 7,5%
de acrilamida (p/v) siguiendo los métodos descritos por Mau-
rer (1971) con algunas modificaciones, y suprimiendo el gel

espaciador.

En las separaciones a pH 8,0, el tampdén de gel uti
lizado fue Tris-Cl1H, pH 7,5, 0,57 M, conteniendo N,N,N',N-te
trametiletilendiamina (TEMED) al 0,5% (v/v). E1 tampdn de
electrodo empleado fue Tris-barbital, pH'7,0, 38,2 mM. Cuan-
do el pH para la separacién electroforética fue de 9,5, el
tampén de gel fue Tris-C1H, pH‘S,Q,'SO mM, conteniendo 0,05%
(v/v) de TEMED, siendo el tampén de electrodo Tris-glicina,

pH 8,3, 43,3 mM.

Para la preparaci6n de los geles se mezclaron 2 vol
de solucidén de acrilamida (acrilamida 30% (p/v) y bisacrilami
da 0,8% (p/v)), 1 6 2 vol de tamp6n de gel (sistemas de pH
9,5 6 8,0 respectivamente) y agua hasta 8 vol. Después de
eliminar los gases disueltos mediante succién éon una trompa
de agua, se le afiadi6é a la mezcla 0,0S vél de persulfato amd
nico 65,7 mM y se dejé polimerizar en tubos de vidrio de 5
mm de didmetro interno y 7,5 cm de longitud, llendndolos has

ta aproximadamente 1 cm del extremo superior y cubriendo el
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menisco con una capa de agua de 2-3 mm; Antes de usarse, los
tubos de vidrio empleados se sumergian, hasta 1 cm de su ex-
tremo superior, en una disoluci6én al 5% (v/v) de diclorodime
tilsilano en benceno. E1 disolvente se evaporaba a 602C, que
dando el tubo recubierto por una capa hidr6foba deslizante
que facilitaba la extraccidn del gel una vez concluida la

electroforesis (Lorentz, 1976).

Para mejorar la aplicaci6n de las muestras, se in-
crementaba su densidad afiadiéndoles sacarosa hasta el 33% de
saturacién. E1 colorante utilizado como marcador del frente
de electroforesis fué azul de bromofenol al 0,05% (p/v) en
Tris-ClH, pH 7,5, 5 mM. La electroforesis se realizaba a
2-42C manteniendo una intensidad constante de 2 mA por tubo
durante los 15 primeros min y luego de 4 mA por tubo durante
el periodo, de aproximadamente 1 h, necesario para que el
frente de la electroforesis alcanzase el extremo inferior

del tubo (polo positivo).

IT.C.7. Densitogramas

Los densitogramas de los geles de poliacrilamida S0
metidos a electroforesis se realizaron en un espectrofotéme -
tro PYE UNICAM (Inglaterra) SP8-100 UV equipado con un densi-

témetro modelo 790826.

Los geles, una vez tefiidos, se colocaban en un tubo
de vidrio calibrado de 0,5 mm de didmetro interno, midiéndose

la absorbancia a 600 nm a lo largo del gel, el cual se despla
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zaba a una velocidad de 0,2 .6 0,4 mm/s. La velocidad del re-
gistrador era de 20 6 10 s/cm de forma que la expansibén to -
tal del registro fuese de 4 mm/cm. Otros pardmetros utiliza-
dos fueron los siguientes: intervalo de absorbancia,de 0 a Z;
atenuadores, todos; rendija horizontal, 2 mm; rendija verti-

cal izquierda, 0,2 mm; y temperatura, ambiente.

II.C.S;;Tincién'dg;pfdteina;en‘gples'dgquxiagfilamida |

Para localizar las proteinas en los geles de polia-
crilamida sometidos a electroforesis, &éstas se tefilan por in-
mersién de los geles en una solucidn de Azul brillante Cooma-
sie G al 1% (p/v) en 4cido ac&tico al 7,5% (p/v) y metanol
50% (v/v). Tras 2 h de tincién, los geles se lavaban dos ve-
ces con una solucién de 4cido acético al 7,5%, y luego se
transferian a tubos con dcido acético al 7,5% a los que se
afiadia una pequeﬁa cantidad de resina Dowex 50 WX2. Los tu-
bos se mantenian en agitacidén a 75 r.b.m. en un incubador or
bital a 272C durante 12 h,aproximadamente, hasta conseguir

el destefiido de los geles.

IT.C.9. Localizacidén de la actiyidad nitrato reductasa en ge-

les

Para detectar la actividad MV-nitrato reductasa en
geles de poliacrilamida se siguié un procedimiento similar
al empleado por Hucklesby y Hageman (1973) para la nitrito

reductasa.
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Los geles se introducian en mezcla de ensayo sin ni
trato, se afiadia el ditionito y, tras 10 min de incubacidén a
temperatura ambiente, se transferian a tubos de ensayo que
contenian 20 mM de NO;K, los cuales se incubaban a 30°C. En
los geles, que inicialmente presentaban el color azul del me-
tilvioldgeno reducido, la nitrato reductasa se hacia patente
como una banda incolora originada bor la oxidaci6én, cataliza-
démpor;el,enzima,«del metilviolégeno reducido por el nitrato.
Una vez localizada, la banda de actividad nitrato reductasa
podia "fijarse" transfiriendo los geles a una solucién al
2,5% (p/v) de cloruro de trifeniltetrazolio, el cual reaccio-
na con la forma reducida del metilviolégeno dando lugar a un
derivado formazano insoluble, de color rojo. La actividad ni-
trato reductasa se manifestaba entonces .como una banda incolo

ra frente al color rojo del resto del gel.

El mismo gel podia utilizarse para localizar acti-
vidad y proteina. Para ello, tras la aparicién de la banda in
colora provocada por la aétividad del enzima, se marcaba su
posicién atravesando el gel con un hilo de cobre y se proce -
dia a continuacién a tefiir la proteina por el procedimiento

descrito anteriormente.

IT1.C.10. Localizacién de la actividad NADP reductasa en geles

de poliacrilamida

La actividad NADP reductasa se detectd por un proce
dimiento derivado del ensayo con yodonitrotetrazolio descrito

anteriormente (apartado II.B.9.). Para ello, se sumergia el
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gel en una disoluci6n 0,75 mM de yodonitrotetrazolio y 29,5
uM de fer}edoxina en tampén Tris-ClH, pH 8,0, 12 mM. Tras 10
min de incubacién a 302C, se desencadenaba la reaccibn afia -
diendo NADPH a una concentracién final de 1 mM. Las bandas
con actividad NADP reductasa tomaban color rojo como conse -
cuencia de la actividad enzimdtica. Pese a la preincubacién,
la lenta difusién de la ferredoxina hacia el interior del gel
hacia que la parte coloreada tuviese forma de anillo, apare-
ciendo tefiidas mésihtensgmente las zonas superficiales del

gel.

IT.C.11. Determinacién del peso molecular por electroforesis

en SDS

La electroforesis en SDS se llev6 a cabo en geles
de poliacrilamida al 7,5% de acrilamida (p/v) siguiendo el

procedimiento descrito por Weber y Osborn (1975).

El tampén de gel utilizado fué de fosfato sddico
0,2 M conteniendo SDS (dodecilsulfato sédico) al 0,2% (p/v).
El tampén de muestra cbnsistia en fosfato sbédico 20 mM, pH
7,2, conteniendo SDS al 20,2% (p/v); B-mercaptoetanol al 2%
(v/v) y glicerol al 20% (v/v). El1 tampdn de electrodo se ob-
tuvo diluyendo 1 vol de tampdn de gel con 1 vol de agua. Pa-
ra preparar los geles se mezclaron: 7,5 ml de solucién de
acrilamida (acrilamida 30% (p/v) y bisacrilamida 0,8% (p/v)),
15 ml1 de tampén de gel, 6,72 ml de agua y 30 ul de TEMED.
Después de eliminar los gases disueltos en la solucidn, se

afiadié 0,75 ml de persulfato amdnico 65,7 mM, y se dejd po-
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limerizar en tubos de yidrio de 5 mm de didmetro interno y 10
cm de longitud, llendndolos hasta aproximadamente 1 cm del ex
tremo superior y cubriendo el menisco con una capa de agua de

2-3 mm,

" Las proteinas patrones se disolvieron en Tris-CIlH
25 mM, pH 8,5, a las concentraciones que se indican: fosfori-
lasa a, 2 mg/ml; seroalbtmina bovina, 0,25 mg/ml; ovoalbfimina,
0,5 mg/ml;y quimotriﬁsinégeno, 1 mg/ml. E1 azul de bromofenol
(marcador del frente de electroforesis) se prepard al 0,05%
Cp/v) en el mismo tamp6én. Para preparar las muestras, €stas
se diluyeron al doble con el tampén de muestra y se calenta-
ron a 100°C durante 3 min. Una vez enfriadas, se aplicaron
(5 pl de cada muestra) a sus correspondientes_geles con ayu-
da de una microjeringa. La electroforesis se desarrolld a
temperatura ambiente, aplicando durante los primeros 30 min
una intensidéd de 4 mA por tubo, y posteriormente 8 mA por tu
bo hasta que la banda del bromofenol se aproximé al extremo

del gel (aproximadamente 4 h).

La tincién de las proteinas se realizd como se ha

descrito en el apartado II.C.S8.

La movilidad electroforética de cada proteina se de
terminé midiendo la distancia recorrida por ella y dividiéndo
la por la longitud total del gel (93 ﬁm)'o bien por la distan
' cia correspondiente al marcador mds ligero (quimotripsindge -

no) .

Los pesos moleculares de los marcadores fueron los
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descritos por Weber y Osborn (1969), a saber: fosforilasa a,
94.000 D; seroalbGmina bovina, 68.000 D; ovoalbfimina, 43.000

D; y quimotripsinbégeno de péncreas boviho, 25.700 D.

La representacién gridfica de los resultados se lle-
v6 a cabo colocando en ordenadas el logaritmo de los pesos mo
leculares y en abcisas la movilidad electroforética relativa

al quimotripsinégeno.

II.C.]Z.'DeferminacioneS'especfrbetbmétricas

Las determinaciones colorimétricas se realizaron em
pleando espectrofotémetros BAUSCH & LOMB modelo Spectronic 100
6 PYE UNICAM SP 1750 UV dotados ambos de salida digital. Las
~c¢inéticas enzimdticas se siguieron mediante aparatos PYE UNI-
CAM modelos SP 1800 UV o SP 1750 UV con registrador incorpora
do. Los espectros de absorcif6n se obtuvieron utilizando espec
trofotémetros PYE UNICAM modelo SP8-100 UV & SP 1750 UV indis
tintamente o bien AMINCO (U.S.A.) modelo DW 2a. Con excepciodn
del espectrofotémetro BAUSCH § LOMB, todos los aparatos utili
zados eran del tipo de doble haz y podian ser empleados en me

didas tanto dentro de la zona visible como de la ultravioleta.

Los coeficientes de extincién'miiimolar,Eg?g,consi-.
derados fueron: citocromo ¢ (reducido menos oxidado), a 550
nm = 19,6 (Yonetani, 1965); NAD(P)H, a 340 nm = 6,22; NADPH,a
363 nm = 3,47; NAD(P)+, a 260 nm = 18,0; 3-acetilpiridina
NAD(P)+, a 260 nm = 16,4; 3-acetilpiridina NADH, a 363 nm =

= 9,1; 3-acetilpiridina NADH, a 340 nm = 6,19. Los valores co
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rrespondientes a los piridin.nucleétidos Yy a sus andlogos se

tomaron de P-L Biochemicals (1973).

En las determinaciones de ovoalbtmina, seroalblmi-
na y quimotriﬁsinégeno llevadas a cabo a longitudes de onda
de 230 nm; de per6xido de hidrégeno, a 240 nm; de citocromo
¢, a 410 nm; y de azul dextrano, a 620 nm, no se considera-
ron coeficientes de extincidn por ser medidas de tipo compa-

rativo.

II.C.13;‘Detérminaciéﬁ'de Cibrofila

La clorofila se determiné siguiendo el método de
Arnon (1949). A una alicuota de la preparaci6én, generalmente
0,1 ml, se afiadfian 20 ml de acetona al 80% (v/v) y tras 10
min de extraccién se filtraba y se medfia la absorbancia del
filtrado a 652 nm. El valor de 1la concentracién de clorofila

- se-.calculaba utilizando un E%?ﬁ!ml = 34,5.

Todo el proceso se hacia protegiendo la clorofila

de 1la 1luz.

IT.C.14. Valoracién del ditionito s6dico

Para determinar la concentracién de ditionito s&édi-
co en las disoluciones, se midi6é en condiciones anaerdbicas
la disminucién de absorbancié a 450 nm de una disolucién de
FAD 0,126 mM en tampén fosfato potdsico, pH 7,0, 0,1 M, al
afiadir cantidades conocidas de 1la disolucién de ditionito.

Los cdlculos se realizaron asumiendo una relacidén molar de
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FAD reducido/ditionito afiadido de 1:1, y utilizando unos coe

1mM
iem 2

de 11,3 (oxidado) & 10,2 (oxidado menos reducido) segflin des-

- ficientes -de extincién milimolar, E para el FAD, a 450 nm,

criben Cerletti y Caiafa (1971).

I1.C.15. Determinacidon de NADPH

El1 NADPH se determiné espectrofotometricamente a

TmM

340 nm utilizando un coeficiente de extincién milimolar,chm,

igual a 6,22. Péra evitar interferencias en la determinacidn
del NADPH en preparaciones turbias o conteniendo cantidades
elevadas de proteina, se tomaba una alicuota de la prepara-
cidén y se lleveba al 67% de saturacién con sulfato aménico
saturado, pH 8,2. Tras centrifugar a 48.000 x g durante 15
min a 02C se tomaba una alfcuota del sobrenadante clarifica-
do y se procedia como se ha indicado anteriormente, utilizan

do un blanco sometido al mismo tratamiento.

IT.C.16., Determinacidén de nitrito

El nitrito se determiné mediante la reaccién de dia
zotacibén de Griess-Ilosway segln el procedimiento descrito

por Snell y Snell (1949).

A 1 ml de muestra se le afiadia 1 ml de una disolu -
cién 58 mM de sulfanilamida en C1H 2,4 N y 1 ml de una disolu
cién 0,69 mM de NNEDA. Transcurridos 10 min, se le afiadian 2
ml de HZO y se determinaba la concentracién de complejo colo-

reado, utilizando un coeficiente de extincidén a 540 nm



44

CpimM oo
Tcm .

Cuando fué necesario determinar nitrito en ﬁresen—
cia de piridin nucleétidos, se siguib6 el método de Medina y
Nicholas (1957) a fin de evitar interferenciéscon la forma -
ci6én del complejo coloreado; A 1 ml de muestra se le afiadian
0,1 ml de acetato bdrico 1 M y 2 ml de etanol absoluto frio.
Tras mantener ‘1la mezcla 5 min a 02C, se centrifugaba a .
2.000 x g, durante 5 min, utilizidndose 1 ml del sobrenadante
para la determinacién de nitrito por el ﬁrocedimiento descri

to anteriormente.

Para evitar la interferencia causada por el ascor-
bato en la determinaci6én del nitrito broducido en los ensa -
-.yos fotosintéticos, a las curxesﬁondientes meiclas de reac -
Cidén se les afiadié, una vez finalizado el ensayo, 0,1 ml de
NaOH 1 N y se calentaron a 802C durante 10 min. Una vez dés-
~truido el ascorbato mediante este tratamiento (Katoh, 1963),
la turbidez se eliminaba por adici6n de 0,1 ml de SO,Zn 1 M~
Y centrifugacidén a 2.000 x g durante 3 min. Del sobrenadante,
ya clarificado, se tomaba una alicuota en la que se determi-

naba el nitrito segin se ha indicado.

IT1.C.17. Determinacién de proteina

La proteina se estim6 por el método de Lowry et al.

- (1951) con las modificaciones de Bailey (1967).

La curva de calibrado preparada con seroalbimina

bovina se ajustaba a la ecuacién:
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0,8496

A750 nm - 0,0079-(pg proteina)

con un coeficiente de correlacién de 0,997. E1 procedimiento
permitia la estimacibén de cantidades de proteinas entre 25 y
200 pg. Para cantidades de proteina inferiores (5 a 40 ug),
se utiliz6 el mismo método pero modificado para obtener un vo
lumen final de 0,8 ml en lugar de 4 ml. El ajuste de los pé -
trones se hizo, en este caso, a una recta de ecuacion:

2

= 0,0026 + 0,0049-(ug proteina) (r% = 0,993)

Ags0

Para la determinacién rutinaria de la proteina pre-
sente en preparaciones muy diluidas (eluatos de columnas,
etc.), se utilizé el método espectrofotométrico de Warburg y

Christian (1941), donde:
-mg proteina =,],55.A286‘%_Q,76 A26Q

En las preparaciones que contenian ditionito s6di-
co, éste se oxid6, por agitacidén suave, previamente a la de-

terminacién de proteina.

La concentracidén de ferredoxina se calculé a partir

1mM

Jem = 6,5 (Yamanaka

de su absorbancia a 420 nm, considerando E

et dZ., 1969), y la de flavodoxina empleando el coeficiente

TmM

lem = 9,2 a 465 nm,descrito por Smi-

de extincién milimolar, E

1lie y Entsch (1971).

-
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I1.C.18. Determinaci6én del volumen de células empaquetadas

Para ello se colocaba una alicuota de 6 ml de la
suspensién de células en un tubo hematocrito graduado, espe-
cialmente fabricado por AFORA (Espafia), y se centrifugaba
a 2.000 x g durante 15 min. Tras-resuspender las células que
quedaban adheridas a la pared de 1la parte superior del tubo,
se volvia a centrifugar en las mismas condiciones. El volu -
men de las células sedimentadas se determinaba en la escala

del hematocrito.

I1.C.19. Determinacién de intensidades de iluminacidn

-Se llevaron. a-cabo utilizando un medidor de YELLOW
SPRINGS INSTRUMENTS (U.S.A.) modelo Radiometer 65A equipado
con un sensor Radiometer 6551, que suministraba una salida

constante en el.-intervalo de 280 a 2.600 nm..

I1.C.20. Medida de flujos gaseosos

Para preparar la mezcla de aire y CO2 en las propor
ciones adecuadas; asi como para determinar el caudal de gas
que se suministraba a los cultivos, se utilizarqn un contador
de gases KROMSCHROEDER (Espafia) modelo NB-2 en la medida de
aire y de gas total,y un medidor VEB Prufgerate-WERK MEDINGEN

(R.F.A.) tipo TG-300 para el COZ'
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IT.C.21. Medidas del pH

El pH de las disoluciones se determiné con pHmetros
BECKMAN. (U.S.A.) modelo Expandomatic SS2 o METHROM HERISAU

(R.F.A.) modelo E-512, ambos provistos de escala expandida.

IT.C.22. Concentracién de proteinas

La contentraciéh de proteinas se realiz6 en una cé
lula de ultréfiltracién con agitacién AMICON (U.S.A.) modelo
52, provista de una membrana DIAFLO PM-10 de 47 mm de didme-
tro, que retiene los compuestos de peso molecular superior a
10.000 D. Para fofzar elipaso del 1liquido a través de la mem
brana, se aplicd indistintamente argon o nitrdégeno a una

presién de 0,4 kg/cmz;

En algunos casos, la concentracién se 1levd a cabo
mediante 110f1112ac16n en un aparato EDWARDS (Inglaterral mo -

delo EF 03.

IT1.C.23. Eliminacién de sales

Las sales se eliminaron generalmente por filtracién
de los extractos enzimdticos a través de columnas de Sephadex
G-25 (medium), o bien por didlisis utilizando tubos de celulo
éa regenerada Visking (SERVA, R.F.A.) de 21 mm de didmetro.
La membrana de celulosa, de un esbesor de 25 ﬁm, Fenia un ta-
mafio de poro de 15-20 R, siendo ei 1imite de exclusidén de

10.000 a 20.00Q D.
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I1.C.24. Establecimiento de condicjiones anaerdhicas

Para la obtencién de una atmosfera carente de oxi-
geno necesaria eh algunos exﬁerimentOS; se utilizé un apara-
to '"MANIFOLD" que permitfia realizar con facilidad ciclos su-
cesivos de evacuado de atmbésfera inicial y llenado con un
gas éarente de oxigeno a un total de 12 recipientes al mismo

tiempo.

Las muestras, 0;5 ml; se colocaban en tubos de ensa
yo de 10 ml de capacidad, BECTON-DICKINSON (U.S.A.) Vacutai -
ner 4670 F con tap6n devgoma; los cuales se conectaban a las
salidas del aparato sometiéndolos a continuacidén a 5 ciclos
'de vacio-llenado de argon de dos mids dos minutos cada uno. El
gas, de alta pureza se hacia ﬁasar'previamente'a través de un
catalizador BASF CR.F.A.1‘R3>JJ calentado-a'609c, para elimi-
. nar cualquier traza de ozigeno. El orificio.éfoducido en el |
tapdn al ser atravesado por la éguja de conexi6én se recubria

con graéa de silicona MERCK.

En los exﬁerimehtos en que se llevaron a cabo deter
minaciones espectrofotométricas en ausencia de oxigeno, seieg
plearon tubos de vidrio éptico, BAUSCH § LOMB CU.S.A.) de 1Q
mm de didmetro, cerrados con'taﬁonesvde>goma de los que equi-
pan los tubos B-D Vacutainer 4827. El procedimiento seguido
para la consecucién de condiciones anaerdbicas fue similar al
descrito anteriormente con excebcién de la duracién de los ci
clos, tres mds tres min en este caSo; debido al mayor volumen

de la muestra (2 ml).
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Tanto la toma de muestra como la adicién de compues
tos se llev6 a cabo embleando jeringas herm&ticas HAMILTON

(Suiza), de la capacidad adecuada para cada caso.

IT.D. REACTIVOS

Los siguientes compuestos: Azul Coomasie, Tris, as
corbato s6dico, FAD, FMN, lumiflavina, andlogos de piridin
nucledtidos, y azul-Sefarosa Cl16B, asi como las proteinas
‘ADH, cat.; F.a., glucosa oxidaSa; lisozima y ovoalblmina se
obtuvieron de SIGMA (U.S.A;l; Los bifidin nucledtidos y el
citocromo ¢ de BOEHRINGER (Alémania]. El Bio Gel HTP proce-
dfa de BIO RAD LABORATORIES (U.S.A.], y BSA, BV, INT, MV, QT
y TEMED, de SERVA (Alemania). Ferrozina y bisacrilamida de
ALDRICH (Bélgica). E1 ultrogel AcA 44 procedfa de LKB (Sue-.
cia). Los geles Sephadex G-25, G-100, G-150, DEAE—Sephadex
A-25, A-50 y CNBr-Sefarosa 4B, asi como el_azulidextrano
2.000, se obtuvieron de PHARMACIA (Suecia).vLa'DEAE-celulo- :
sa DE-52, de WHATMAN (Inglaterra). El agar se adquirid a
DIFCO (U.S.A.). E1 NO,K y el PO,HK, empleados en los culti-
vos a gran escala fueron de grado analitico y suministrados’
por PANREAC (Espaﬁa). El resto de los comﬁﬁestos utilizados

fueron de grado analitico y procedian de MERCK (Alemania).

El agua destilada se obtuvo mediante un destilador
de vidrio DRA (Espafia) . Los gases utilizados, anhidrido car-

bénico, nitrdgeno y argén, eran de alta pureza y fueron ad-



50

quiridos a la S.E.O. (Espafia).

La S-deazarriboflavina fué facilitada por el Depag
tamento de Genética, Facultad de Biologia, Universidad de Se
villa. El sulfo-DSPD fué un obsequio del Prof. A. Trebst, Bo
chum (R.F.A.}). ~

Las células secas de Spirulina maxima utilizadas
en la preparacién de ferredoxina fueron éuminiétradas gratui
tamente por SOSA TEXCOCO (Méjico]. El suero anti-nitrato
reductasa de Chlorella vulgaris fué un obsequio de la Prof.

B. Vennesland, Berlin (R.F.A.}.



III. RESULTADOS
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III.A. LA FERREDOXINA REDUCIDA COMO DONADOR FISIOLOGICO DE
ELECTRONES PARA LA REDUCCION DEL NITRATO EN Anacys-

tis nidulans

Se presentan en este aﬁartado eyvidencias que susten
tan la propuesta de que la ferredoxina es el compuesto fisio
16gico que Zn vivo 11éva a caho la transferencia de electro-
nes desde el aparato fotosintético a la nitrato reduétasa,
pudiendo ser reemplazada en esta funcidén bor la flavodoxina,
en condiciones de deficiencia de hierro en el medio. Se revi
sa la posibilidad de que los ﬁiridin nucleb6tidos sirvan como
donadores de electrones para la nitrato reductasa de ciano -
bacterias, tal como han sugerido otros autores, demostréndo-
se lé participaci6én de la ferredoxina en los sistemas donde
el NAD(P)H actfia como abarente reductor directo del enzima.
Se describen dos nuevos sistemas de reduccién de ferredokina
qﬁe pueden acopiarse de forma efectiva a la reduccién de ni—'
trato catalizada por la ferredoxina-nitrato reductasa de 4.

nidulans

ITI.A.1. Efecto de los inhibidores de 1la reducciéh’de ferre-

doxina sobre la fotorreduccién de nitrato por par -

5ticu1as de 4. nidulans

Mediante la utilizacidén de diversos compuestos que
afectan a 1la reduccién-fotosintétita de ferredoxina, se ha
corroborado la participaci6én de esta proteina en la ruta de

reduccién de nitrato en preparaciones de membranas de A. ni-
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dulans con actividad fotosintética.

La Tabla I compara el efecto producido por el metil-
viplégeno sobre la reduccibén, dependiente de ferredoxina, de
NADP" (Forti, 1977) y nitritd (Losada y Guerrero, 1979}, con
el ejercido sobre la reduccién de nitrato. Puede observarse
que la inhibicidén causada por el drenaje de electrones que
efectlia el metilviolégeno es del mismo orden en los tres sis-

temas.

Se han empleado otros inhibidores de la fotorreduc-
cién de ferredoxina, como el N,N'-disaliciden-1,3-diaminopro-
pano disulfonato (Sulfo-DSPD) y el pirofosfato (Izawa, 1977),
asi como posibles comﬁetidores del nitrato por los electrones
de la ferredoxina reducida, tales como el NADP+, observidndose
en todos estos casos fuertes inhibiciones de la fotorreduc -
cibén de nitrato. Sin embargo, estas inhibiciones pueden expli
carse, al menos en parte, por un efecto directo de estos com-

puestos sobre la nitrato reductasa (véase apartado III.G.).

ITT.A.2. Dependencia por ferredoxina o flavodoxina de la re-

duccién fotosintética de nitrato llevada a cabo por

preparaciones de membranas de A. nidulans con acti-

vidad nitrato reductasa

Las preparaciones de membranas fotosintéticas obte-
nidas de células de A. nidulans como se indica en el aparta-
do II.B.3., llevaban a cabo la reduccién fotosintética de ni

trato utilizando el par ascorbato/DPIP como donador de elec-
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TABLA I

EFECTO INHIBIDOR DEL METILVIOLOGENO SOBRE LA REDUCCION
FOTOSINTETICA DE NADP+, NITRATO Y NITRITO POR

PARTICULAS DE A. nidulans

Actividad relativa (%) de

Adicidn fotorreduccidon de
NADP” 'Nitrato Nitrito

Ninguna . 100 100 100

Metilviol6geno 2 mM ' 9,7 10,5 23,4

En la fotorreduccién de nitrato yNADP+se utilizé
una mezcla de reaccién que contenfa: Tris-ClH, pH 8,5, 50 mM;
NO,K 6 NADP', 10 mM.y 2 mM respectivamente; ferredoxina de

~ A.”nidulans , 17,6 uM; preparacidén particulada, 138 pg/ml; DPIP,

0,2 mM; ascorbato s6dico, 20 mM. E1 volumen de reaccidn fué
de 1 ml en el caso del nitrato, y.2 ml en el del NADP*. En la
fotorreducci6én de nitrito, el tampén empleado fue Tris-ClH,
pH 7,5, 50 mM; el NO,Na que sustitufa al NO,K o al NADP", iba
‘@ una conCentracian%,S mM. Volumen final,? ml. E1 resto de
las condiciones fueron como en los casos anteriores. Tiempo
~de ensayo, 30 min. Iluminacién, luz blanca 100 W/m“. E1 100%

. de actividad correspondiente a reduccién de NADP*, nitrato y

nitrito fué de 1.145, 158 y 709 nmoles respectivamente.
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trones del fotosistema I (Manzano et qlZ. 1976). La reaccidn
parecia ser dependiente de ferredoxina,‘aunque incluso sin
afiadir esta proteina a la mezcla de reaccidén se observaba
una actividad apreciable de reduccién de nitrato (aproxima-
damente el 10% de la obtenida con el sistema completo). Es-
te hecho se supuso que era debido a la presencia de una
cierta cantidad de ferredoxina end6gena en la preparacién
particulada. A fin de clarificar este extremo, se sometie -
ron las particulas a un lavado exhaustivo con el tampén de
resuspensién y se estudié, entonces, su dependencia pof fe-
rredoxina. La Tabla II muestra que en ausencia de ferredoxi
na la velocidad de la reaccién es extremadamente Baja, obte
niéndose un estimulo del orden de 5 veces tras la adicib6n
de s6lo 2 uM de ferredox1na. La estimulacidén es alin mds no-
table en presenc1a de niveles de ferredoxina 20 uM En la
misma tabla puede observarse_que_la adicibn de flavodoxina
de 4. nidulané, susfituto,fisiolﬁgico de la ferredoxina en -
_ condiciones de crecimiento de las células en medios pobres
en hierro (Smillie y Entsch, 1971), produce tambi&n un nota
ble incremgntb de la actividad de fotorreduccidn de nitrato.
III.A.2.1. Efecto de la concentracidn de ferredoxina'sobre
la fotorreduccidén de nitrato por preparaciones

de membranas de A. nidulans

Como se ha visto en la Tabla II, la ferredoxina es-
timula grandemente la fotorreduccién de nitrato llevada a ca

bo por particulas fotosintéticas de 4. nidulans. La Figura 2
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TABLA II

EFECTO DE FERREDOXINA Y FLAVODOXINA EN LA REDUCCION FOTOSINTETICA
DE NITRATO POR PARTICULAS DE A. nidulans

' Concentracién . Nitrito formado
Transportador (ﬁM) ‘ (nmoles)
Ferredoxina 0 2,7

2 , 15,9

21 | . 65,1

Fla&odoxina ‘ 0 ‘ 2,7
5 5,5

50 30,0

Las condiciones fueron las descritas en el apartado
I1.B.8.4., excepto que el tiempo de ensayo fue de 25 min y que se
afiadié el transportador a la concentracién que se indica. La pre-
pa;acién particulada de nitrato reductasa contenia 25,8 ug de clo
rofila. : :
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FIGURA 2. Km para la ferredoxina de la nitrato reductasa par-
ticulada de A. nidulans. Las condiciones experimentales fue -
ron las que se describen en el apartado II.B.8.4. para el en-
sayo fotosintético de actividad nitrato reductasa, excepto
que las concentraciones de ferredoxina de A. nidulans fueron
las que se indican. Nitrato reductasa partlculada contenien-
do 26 ug de clorofila.
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muestra la representacién de Lineweaver-Burk del efecto de la
concentracién de ferredoxina sobre la velocidad de fotorreduc
cién de nitrato. E1 valor calculado de Km para la ferredoxina,
13,4 uM, reduciendo la proteina fotosintéticamente iluminando,
en presencia del par ascorbato/DPIP, preparaciones de membra-
nas que llevan asociada la nitrafo reductasa, es similér al
determinado, 14 uM, cuando la ferredoxina se reducia mediante
el sistema auxiliar NADPH/NADP reductasa de espinacas y se
utilizaba nitrato reductasa de A. nidulans parcialmente puri-

ficada (Manzano, 1977).

III.A.2.2. Efecto de la concentracién de flavodoxina sobre la
fotorreduceién de nitrato por preparaciones de mem

branas de A. nidulans

Al igual que en el caso de la ferredoxina, se ha es-
tudiado la afinidad que presenta la nitrato reductasa particu

lada por la flavodoxina reducida fotosintéticamente.

En la Figura 3 se muestra la representacién de 1los
inversos de concentracién de flavodoxina y de las velocidades:
correspondientes, habiéndose calculado, a partir de estos da-
tos, una Km para la flavodoxina de 44,1 ﬁM, Los valores de Km
"y Vmax para la flavodoxina son, respectivamente, 3 veces supe
rior y 5 veces inferior a'los determinados para la ferredoxi-

na en las mismas condiciones.

La eficiencia de la flavodoxina como transportador

de electrones en la reduccién fotosintética del nitrato, per-
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FIGURA 3. Km para la flavodoxzina de la nitrato reductasa par

ticulada de A. nidulans. Las condiciones experimentales fue-

ron las mismas que en Figura 2, excepto que la ferredoxina

ze sustituy6é por flavodoxina a 1as concentraciones que se in
ican. :
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mite atribuirle a esta proteina un'baﬁel de sustituto fisiold
gico de la ferredoxina bara la fotorredUcciﬁﬁ de nitrato en
condiciones de carencia de hierro, al Igual que ocurre con
otras reacciones dependientes de ferredoxina (Bothe; 1977).

: c T
ITT.A.3. NAD(P)H como aparente donador de electrones para la

nitrato reductasa de A. nidulans

Preparaciones particuladas de nitrato reductasa de
la cianobacteria Anabaena cylindrica, obtenidas por tratamien
to de las células con acetona, llevan a cabo la reduccién de
nitrato a nitrito con NADH como donador de electrones indepen
dientemente de la adici6én o no de ferredoxina (Hattori y

Myers, 1967).

Cuando_uné preparacién de nitrato reductasa de A. nt
dulansg ,‘parcialmenté-purificada (fracci6n de etanol de la pu
rificaci6n genera1), se ensaybd con NADH como posibié donador
de electrones, se obtuvieron los resultados expuestos en en
la' Tabla ITI. Puede observarse que la preparacién reduce ni -
trato coh la tGnica adicién de NADH, si bien al aﬁédir:ferredg
xina quADP reduétaSa se incrementaba al doble la velocidad
de la reaccién. En ausencia de NADH no se detecta reduccién

de nitrato.

A fin de eliminar la posibilidad de que la actiyidad
obseryada con NADH fuese debida a 1la presencia simulténea de
ferredoxina y NADP reductasa en la preparacién'de'nitrato Te-

ductasa utilizada, se repitié el experimento empleando la mis
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TABLA III

NADH COMO DONADOR DE ELECTRONES PARA LA REDUCCION DE NITRATO
POR UNA PREPARACION ENZIMATICA DE A. nidulans

Nitrito formado -
Adiciodn

(nmoles)
Ninguna , ' 0 -
NADH 15,4

NADH, Fd, NADP reductasa 30,6

El sistema contenia en un volumen final de 1 ml:
tamp6n Tris-ClH, pH 8,5, 100 umoles; N03K, 20 pymoles; nitra-
to reductasa parcialmente purificada, 0,4 mg. Donde se indi-
ca se afiadié: NADH, 2 pmoles; ferredoxina de A. nidulans,
17,6 nmoles y NADP reductasa de A. nidulans, 125 mU. Otras
condiciones como en el apartado II.B.8.3. «
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ma preparacién pero>tras eliminar de ella la ferredoxina por
adsorciénva DEAE-celulosa (eluato de DE 52 de la purifica -
cibn general; véase apartado III.D.1.3.). Los resultados que
se presentan en la Tabla IV muestran que, en estas condicio-
nes, el NADH no es capaz de donar electrones a la nitrato re
ductasa tanto sélo como en presencia de NADP reductasa, (11i-
neas 1 y 2), necesitdndose el concurso conjunto de ferredoxi
'na y NADP reductasa. El requerimiento de ferredoxina para
que la reaccibn tenga lugar es absoluto, tanto utilizando
NADH (lineas 2 y 3) como NADPH (1ineas 4 y 5) como donador
de electrones. Puede observarse que la velocidad de reduccidn
de nitrato con NADPH (linea 5) es del orden de 6 veces supe-
rior a la obtenida con NADH (1inea 3), lo que probablemente
se debe-a la mayor afinidad que por el NADPH presenta ia
NADP reductasa. La reaccién de reduccién de 1la ferredoxina,
que con NADPH funciona a saturacitén, se hace limitante al

usar NADH como donador de electrones.

La reduccién de nitrato por los piridin nucledtidos
reducidos 1llevada a cabo ﬁor estas prebaraciones de nitrato
reductasa s6lo parcialmente purificadas es debida, por tan -
to, a la presencia de contaminantes capaces de transferir
los electrones desde el NAD(P)H a la ferredoxina y, conse -

cuentemente, a la nitrato reductasa.

ITI.A.4. La ferredoxina reducida quimicamente como donador de

electrones para la nitrato reductasa de A. nidulans

La ferredoxina-nitrato reductasa de A. nidulans pue
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TABLA IV

REQUERIMIENTO DE FERREDOXINA PARA LA REDUCCION DE NITRATO CON
EL SISTEMA NAD(P)H/NADP REDUCTASA POR UNA PREPARACION
ENZIMATICA DE A. nidulans CARENTE DE FERREDOXINA

Nitrito formado
Adicién

(nmoles)
1 NAD(P)H ' | 0
2 NADH, NADPRasa . 0
3 NADH, Fd, NADPRasa 20,0
4 NADPH, NADPRasa | 0
5 NADPH, Fd, NADPRasa - 118,9

Condiciones como en la Tabla 3 , excepto enzima,par
cialmente purificado y pasado por DE-52, 45 ug. Donde se indl
ca se afiadié NADPH, 2 umoles, en lugar de NADH. Tiempo de en-
sayo, 20 min. _ : :
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de. aceptar electrones de la ferredoxina reducida por distin-
tos procedimientos (Manzano et alZ., 1976; Manzano, 1977), pe
To no cuando el ditionito es el reductor de la ferredoxina

(Manzano et al.,1976), habiéndose observado un comportamien-
to similar en otra cianobacteria, Anabaena cylindrica (Hat-
tori y Myers, 1967). Dado que esta misma ferredoxina reduci-
da por ditionito es capaz de donar electrones a la nitrito

reductasa (Manzano, 1977) y que la nitrato reductasa es ope-
rativa en la reduécién de nitrato a altas concentraciones de
ditionito cuando el transﬁortador es el metilvioldgeno, pue-
de descartarse el que un posible dafio causado por el ditioni
to a cualquiera de estas proteinas (ferredoxina o nitrato re
ductasa) fuese la causa de’la inoﬁeratividad de la nitrato

reductasa con el sistema ferredoxina-ditionito como donador.

Cuando se reduce la concentracidén de ditionito en
el ensayo éon ferredoxina como transbortador, haciéndola 10
veces menor del Vélor usual (9;8‘mM1; se rTegistra una apre -
ciable produccidén de nitrito a partir de nitrato, lo que pa-
rece apuntar al exceso de reductor como causa de la aparente
inviabilidad de la reduccifn enzimdtica de nitrato con ditip
nito como reductor, utilizando ferredoxina como transporta -
dor. De hecho, cuando la concentracién dé”ditionito es rela-
tivamente baja, la ferredoxina actfia como un eficiente trans
portador de electrones entre el ditionito y la nitrato reduc
tasa. La Figura 4 representa la cinética de reoxidacidn por
nitrato, dependiente de nitrato reductasa, de ferredoxina

previamente reducida por ditionito a baja concentracidén (49
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FIGURA 4. Reducecidn quimica con ditionito y reoxidacidén enzi-
mdtica por nitrato de la ferredoxina de A. nidulans. La mez -
cla de reaccién contenfa en un volumen final de 2 ml: tampén
Tris-ClH, pH 8,5, 200 umoles; NOSK; 40 ymoles; ferredoxina de
*A. nidulans, 123 nmoles; nitrato”reductasa parcialmente puri-
ficada, 32 mU; el ditionito s6dico, 9,8 mM en COSHNa 0,3 M
se afiadié seglin se indica. Otras condiciones: anierobiosis;
temperatura, 30Q0°%C. »
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MM) | Puede observarse que la yelocidad de la reacéién depende
de la concentraci6n de ferredoxina reducida, siendo idéntica
en puntos equivalentes de las curvas corresbondientes a dis -
tintos ciclos de.redUccién-oxidacién; Este d4ltimo hecho indi-
ca que, en las condiciones de baja concentracién de ditionito
empleadas, el enzima mantiene su capacidad cataliticé durante
periodos de tiempo relativamente largos, a diferencia de lo
que ocurre en ellensayo standard con ditionito y metilvioldge

no (Manzano et aZ.,’]976);

ITIT.A.4.1. Efecto de la concentracién de ditionito sobre la
velocidad de la reaceidn catalizada por la nitrato

reductasa con ferredoxina como tramnsportador

A fin de hallar la concentracién.de ditionito Sptima
para la reducciéh devﬁitréto; se determind la relacidn exls -
tente entre-veiocidad de ia'reaccién Y conéentracién &e ditio
nito para una cantidad fija de ferredoxina. La Figura 5 mues-
tra los resultados obtenidos ﬁara una conéentracién_]7,6 M
de.ferrédoxina,‘En ella se observa una zona inicial en la que
la cantidad de ditionito es insuficiente ﬁara reducir total -
mente la ferredoxina, uné zona media de concentracién entre 2
y 5 veces superior a la de ferredoxina, donde la velocidad de
la reaccidn es mdxima y, por Gltimo, una tercera zona en la
que la actividad disminuye proporcionalmente al logaritmo de
la concentracién de ditionito, hasta hacerse cero a partir de
una relacién molar ditionito/ferredoxina del orden de 3Q0. En

los ensayos con ditionito alto, la relacién ditionito/ferredo -
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FIGURA 5. Efecto de la concentracidn de ditionito en le reduc
ctén del nitrato por nitrato reductasa de A. nidulans. La mez
cla de reaccidn contenia en un volumen final de 1 ml: tampdn

Tris-Cl1H, pH 8,5, 100 umoles; NOSK, 20 ymoles; ferredoxina de
A. nidulans, 17,6 nmoles; nitratd reductasa parcialmente puri
ficada, 32 mU; y la concentracién de ditionito que se indica.
Otras condiciones: anaerobiosis; temperatura, 30°C; tiempo de
ensayo, 5 min.

MRS
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xina era de 555 , siendo esta la raz6n de la aparente inoperan
cia de la ferredoxina reducida por ditionito como donador de

electrones para la nitrato reductasa de A. nidulans.

IIT.A.4.2. Eficiencia de distintos sistemas reductores de fe-
rredoxina para la reduccidén de nitrato por la nitra

to reductasa de A. nidulans

Empleando ferredoxina y ditionito en relacidn molar
6ptima, la reduccidén de nitrato por la nitrato reductasa alcan
za valores muy superiores a los obtenidos ﬁor otros procedi -
mientos. La Tabla V muestra que mientras los valores de veloci
dad de reaccidn conseguidos reduciendo la ferredoxina mediante
sistemas fotosintéticos, fotoquimicos o enzimdticos,son del mismo
orden, la reduccién de ferredoxina bor ditionito es cinco ve -

ces mis efectiva.

ITI.A.4.3. Estequiometrfa de la reacecidn

Como una prueba mds de la intervenci6n de la ferredo
xina en este proceSo, se ha determinado la relacibén ferredoxi-
na reoxidada/nitrito formado en un ensayo espectrofotométrico
de reduccidén de nitrato con ditionito y ferredoxina. Los resul
tados obtenidos se resumen en la Tabla VI. El valor encontrado,
de 2,07 se corresponde bien con el tebérico de 2,0 correspon -

diente a la reaccidn:

NO._Rasa _
* 3 NO,

Y

NO,

3 * 2 Fdred + 2 H

+ 2 FdOX + HZO
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TABLA V

EFICIENCIA RELATIVA DE DISTINTOS SISTEMAS REDUCTORES DE
FERREDOXINA EN LA REACCION CATALIZADA POR LA
FD-NITRATO REDUCTASA DE 4. nidulans

Actividad relativa

Sistema reductor de nitrato reductasa

la ferredoxina -

(%)
Fotosintético _ , 100
NADPH/NADPRasa _ ‘ 94
Deazarriboflavina ' 101
Ditionito (100 uM) ‘ 494

Las condiciones de ensayo fueron las descritas en
los apartados II.B.8.4., II.B.8.3., sistema completo Tabla
7 y leyenda Fig. 4 , para los ensayos fotosintéticos, con
NADP/NADP reéductasa, S-deazarriboflavina iluminada y ditioni-
to, respectivamente, excepto ferredoxina de 4. nidulans, 60
uM en los ensayos fotosintéticos y con ditionito. Tiempo de
ensayo, 15 min, excepto en el caso del ditionito en que se
calculd a partlr de la velocidad inicial. E1 1700% de actiyi-
dad corresponde a 1,3 mU. Enzima partlculado conteniendo 26
ug de clorofila.
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TABLA VI

ESTEQUIOMETRIA FERREDOXINA OXIDADA/NITRITO FORMADO PARA LA
REDUCCION DE NITRATO POR LA NITRATO REDUCTASA DE
A. nidulans CON EL SISTEMA DITIONITO/FERREDOXINA\
COMO REDUCTOR

Ferredoxina reoxidada 308 nmoles
Nitrito formado 149 nmoles

Ferredoxina reoxidada/nitrito formado, 2,07

Las condiciones fueron las mismas de la Figura 4.
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III.A.5. La ferredoxina reducida fotoquimicamente como donador

de electrones para la nitrato reductasa de A. nidu -

" lans

Cuando se ilumina 5-deazarriboflavina en presencia
de donadores adecuados de electrones como el EDTA, este com -
puesto alcanza un potencial extraordinariamente negativo (-650
mV) correspondiente al par dFlox/dF1H°,siendo capaz de reducir
diferentes ferredoxinasy flavodoxinas bacterianas (Massey y

Hemmerich, 1977).

La ferredoxina de A. nidulans también es reducida
por este sistema fotoquimico como se muestra en la Figura 0A,
donde se presenta la variacidn del esﬁectro de absorcién de
una preparacién de ferredoxina al ser iluminada en presencia
de 5-deazarriboflavina y Tris/EDTA. Al iluminar tanto esta
preparacifbn como la referencia, idéntica bero sin ferredoxi-
Aha; durante un minuto, se observa un incremento en el pico de
423 nm de 1la ferredoxina; con desﬁlazamiento hacia 420 nm (es
pectro 1), que se hace alin mids evidente desﬁués de otro minu-
to de iluminacidn (espectro 2) . Si seguimos iluminando obser-
vamos una desaparicién progresiva del pico dé 423 asi como
del de 463 nm que hasta entonces se habia visto poco afectado,
llegando a alcanzarse un estado de reduccién total (espectro
9), después de 14 min de iluminacién, similar al obtenido por
adicién de ditionito. E1 fenbmeno observado de incremento en
absorbancia y‘desplazamiento del pico de 423 nm es debido se-
gin se ha comprobado, a tener sobreimﬁuesto el espectro de la

flavina oxidada presente en la muestra. En el tubo de referen
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FIGURA ©. Fotorreduccidn con dS-deazarriboflavina iluminada
(4) y reoxidacidén (F) de la ferredoxina de A. nidulans. E1
tubo de muestra contenia en un volumen final de 2 ml: tam-
pon Tris-ClH, pH 8,5, 100 umoles; EDTA:-Naj, 20 umoles; fe-
rredoxina de 4. nidulans 200-nmoles; S5-deazarriboflavina,

20 nmoles. E1 tubo de referencia era idéntico con la excep

- ¢cidén de que no contenia ferredoxina. Otras condiciones son:

anaerobjosis; temperatura, 30°2C; iluminacién, luz blanca
300 W/m“. La reoxidacidn se realizd, tras el espectro 9,
permitiendo la entrada lenta de aire a través de una aguja
que perforaba el tapén de goma. Tiempo de iluminacidn en -
tre espectros consecutivos:del 0 al 4, 1 min; del 4 al 9, 2 min.
Tiempo de reoxidacidn entre espectros: del 9 al 13, 8 min
48 s; del 13 al 14, 44 min.
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cia se anulaba la absorbancia correspondiente a la flavina

-oxidada al reducirseuéstawbor“iluminacién,.al igual que ocu-
rria en la muestra. Sin embargo, al cesar la iluminacibn, la
flavina de la muestra se reoxidaba a‘expensas de la ferredo-
xina existente, lo que no ﬁodia'ocurrir en la referencia don
de quedaba 1la flaviha en estado reducido. Esta es la razén

que explica los espectros de absorcién abarentemente anéma -
‘los obtenidos tras cortos»beribdos de iluminacién. Cuando to
da la ferredoxina de la muestra se reducia, la flavinaaquev

no podia reridarse{perdia su absorbancia a 400 nm. La flayi
na del tubo de referencia sufria una decoloracidén irreversi-
ble al ser iluminada en ausencia de reductor, segin se com -
prob6 al observar que una vez reducida, la 5-deazarriboflavi

‘'na no se reoxidaba en presencia de oxigemno.

La ferredoxina reducida por el procedimiento foto-
quimico, podia reoxidarse facilmente hasta su estado inicial
oxidado, espectro 14, Figura 6B, y esbectro 0, Figura 6A,

siendo por tanto la reducci6én completamente reversible.
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IIT.A.5.1. Caracterizacidén de la reduccidn de nitrato por ni-

trato reductasa particulada utilizando S5-deazarri-

boflavina iluminada

La ferredoxina reducida por este sistema fotoquimi-

co es capaz de donar electrones a la nitrato reductasa de 4.

nidulans para la reduccidn de nitrato. La Tabla VII muestra

la caracterizacién del sistema, pudiéndose observar el reque-
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TABLA VII

CARACTERIZACION DE LA REDUCCION DE NITRATO POR NITRATO REDUCTASA
PARTICULADA DE A. nidulans CON 5-DEAZARRIBOFLAVINA ILUMINADA
COMO DONADOR DE ELECTRONES

Nitrito formado

Sistema | ' (nmoles)

Completo | 39,9
menos 5-deazarriboflavina | 1,3
‘menos ferredoxina 4,0
menos nitrato reductasa _ : 0,2
menos nitrato o _ ‘ 0,1

Completo oscuridad v" o , 0,0

El sistema completo contenia en un volumen final de
0,5 ml: tampén Tris-ClH, pH 8,5, 25 ymoles; NO.K, 10 pmoles; fe
rredoxina de 4. nidulans, 19,8 nmoles;_S—deazaériboflavina, 14
nmoles; EDTA-Na,, 5 umoles; enzima particulado conteniendo 26
ug de clorofilai glucosa, 10 pmoles; catalasa,. 20 ng; y glucosa
oxidasa, 15 pg. Otras condiciones fueron, tiempo de ensayo, 30
min; temperatura, 302C; iluminacién, luz blanca 300 W/m“.



75

rimiento de todos y cada uno de sus componentes. El hecho de
que en ausencia de ferredoxina afiadida la reaccibén tenga lu-
gar a un 10 % de la velocidad se debe, al parecer, a la pre-
sencia de pequefias cantidades de ferredoxina asociada a la

preparacién particulada.

IIT.A.5.2. Efecto del pH en la reduccidn fotoquimica de nitra

to por nitrato reductasa particulada

Como se observa en la Figura 7, la velocidad de la
reduccibén de nitrato por particulas de A. nidulansg,con ferre-
doxina reducida fotoquimicamente, se afecta por el pH de la
mezcla de ensayo. La velocidad es alta a valores de pH entre
6,3y 7,0, se hace mdxima a pH 7,5 y, a paTtir de este valor,
disminuye marcadamente con el aumento del ﬁH. La naturaleza
del tampdén no ﬁarece tener un efecto imﬁortante sobre la ve-

locidad de la reaccién.

ITI.A.5.3. - Efecto del pH en la reduccidén fotoquimica de nitra .

to con nitrato reductasa soluble

Al tratar de repetir con nitrato reductasa purifica-
da los experimentos realizados con el enzima unido a membranas,
se obsérvé que el pH 6ptimo hallado anteriormenté no era ade -
cuado para las nuevas condiciones de ehsaYo. La Tabla VIII
muestra que el tampén Tris-ClH a pH 7,5, es mds adecuado para
la reduccidén fotoquimica de nitrato que el tampdén fosfato del

mismo pH, a diferencia de lo que ocurre con el enzima particu-
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en el sistema completo de la Tabla VII, excepto que el pH se
fij6 con diferentes tampones como se indica.
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TABLA VIII

EFECTIVIDAD DEL TRIS-C1H COMO SISTEMA TAMPON PARA LA REDUCCION
FOTOQUIMICA DE NITRATO POR FD-NITRATO REDUCTASA SOLUBLE DE
A. nidulans .CON 5-DEAZARRIBOFLAVINA ILUMINADA COMO REDUCTOR

Nitrito formado

Sistema tampén ' pH (nmoles)
Fosfato potdsico 7,5 ‘ 20,4
Tris-C1H , 7,5 44,2
Tris-C1H , | 8,5 ' 62,1

El sistema contenia en un volumen final de 0,5 ml:
sistema tampdn del pH indicado, 25 ymoles; NO K, 5 pmoles;
ferredoxina de A. nidulans, 10 nmoles; EDTA:Na,, 5 pmoles;
5-deazarriboflavina, 5 nmoles; y nitrato reduc%asa parcial-
mente purificada, 45 ug. Otras condiciones son: anaerobiosis;
temperatura, 30°C; tiempo de ensayo, 30 min; iluminacidn,

300 W/m* de luz blanca.
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lado. Igualmente se puede observar que la velocidad de la reac
ci6én en tampdn Tris-ClH de pH 8,5, es suberior a la de pH 7,5
en el mismo tampén, mientras que con el enzima particulado es-

ta Gltima era mids de dos veces superior.

III.A.5.4. Caracterizacidén de la reduceién de nitrato depen -
diente de ferredoxina por nitrato reductasa soluble

utilizando 5-deazarrihoflayina <luminada

Cuando se caracterizé el sistema empleando una prepa
racidén de enzima soluble, libre de ferredoxina, se obtuvieron
los. resultados expuestos en la Tabla IX. Puede observarse que,
al igual que la luz y los demis cbmbonentes del sistema, la fe
rredoxina era absolutamente imbrescindible bara que la reac -
cifén tuviese lugar. En las condiciones del sistema completo,

- la cinética de reduccibn de nitrato era lineal durante al me-

nos 15 min (Pig. 8), diéminuyendo la‘veiocidad progresivamehte
a partir de éntonces y alcanzédndose el m&ximo de.produccién de
nitrito a los 30 min de ensayd abrdximadamente, momento a par-

tir del cual la reaccién ya no Progresaba mis .

III.A.5.5. Requerimiento de EDTA como donador de electrones pa

ra la 6-deazarriboflavina <luminada

En el sistema anterior con Tris y EDTA, el requeri -
miento de EDTA no era apreciable ya que el ﬁropio tampdn Tris
puede donar electrones a la S—deazarriboflaviné iluminada
(Massey y Hemmerich, 1977). Para soslayar el efecto encubridor

del Tris, se repitié la caracterizacifn anterior empleando tam



79

TABLA IX

CARACTERIZACION DE LA REDUCCION DE NITRATO DEPENDIENTE DE
FERREDOXINA POR LA FD-NITRATO REDUCTASA DE A. nidulans CON
5-DEAZARRIBOFLAVINA ILUMINADA COMO DONADOR DE ELECTRONES

Nitrito formado

Sistema 7 (nmoles)

Completo | 65,8
menos S—degzarriboflavina _ | 0,4
menos ferredoxina | 0,1
menos nitrato reductasa - 0,3
menoé nitrato | | 0,0

Completo, oscuridad | 0,2

: El sistema completo contenia en un volumen final de

0,5 ml: tampén Tris-ClH, pH 8,5, 25 pmoles; NO. K, 5 umoles;
ferredoxina de 4. nidulans, 10 nmoles; EDTA-Na, 5 umoles;
5-deazarriboflavina, 5 nmoles; nitrato reductaSa parcialmen-
te purificada (eluato de DE-52 dializado), 45 pg. Otras con-
diciones: anaerobiosis; temperatura, 30°C; tiempo de ensayo,
30 min; iluminacién, 300 W/mZ2 de luz Blanca u oscurldad, se-
gin se indica.
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FIGURA 8. Estudio cinético de la reducecidn de nitrato por la
,nztrato reductasa soluble de A. nidulans con 5—deazarrzb0fla
vina iluminada. Se prepard una mezcla de reaccién (4 ml volu
men final) manteniendo las proporciones de los componentes
del sistema completo de la Tabla IX. A los tiempos que se in
dica, se tomaron alicuotas en las que se analizdé el nitrito.
Otras condiciones como en la Tabla IX.
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p6n fosfato, que no puede donar electrones a la flavina ilumi-

nada.

Los resultados expuestos en la Tabla X confirman los
requerimientos anteriormente observados y ponen de manifiesto
la inoperancia del sistema en ausencia de EDTA como donador de

electrones de la 5-deazarriboflavina.

Igualmente se observa que la inclusidén de un sistema
auxiliar eliminador de posibles trazas de oxfgeno no sélo no
favorece la reaccidén, sino que la inhibe en barte, probablemen
te debido al efecto negativo sobre la reaccibén de alguno de

los correspondientes reactivos o productos del sistema.

ITI.A.5.6. Fotorreduceidén de nitrato por distintas flavinas

1luminadas

La reduccién de nitrato por flavinas iluminadas a
través del sistema enzimitico ferredoxina[ﬁitrato reductasa
no es privativo de la 5-deazarriboflavina segin se deduce de
los resultados presentados en la Tabla XI. Como puede obser-
yarse, tanto la riboflavina como 1la 1umifiavina'y el FMN, vy
en menor exténsién el FAD, bueden'donar electrones para la
reduccidén de nitrato cuando se les ilumina en presentia de
EDTA, si bien con menor efectividad, y necesitidndose concen-
traciones superiores que las necesariaS’empleandd S5-deazarri-

boflavina.
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TABLA X

REQUERIMIENTO DE EDTA COMO DONADOR DE ELECTRONES PARA LA
REDUCCION DE NITRATO CON S5-DEAZARRIBOFLAVINA ILUMINADA
CATALIZADA POR LA FD-NITRATO REDUCTASA DE 4. nidulans

Nitrito formado
Sistema

(nmoles)

Completo 13,9
menos EDTA~Na2 1,4
menos 5-deazarriboflavina 0,5

- menos ferredoxina 0,1
menos ﬁitrato reductasa _ 0,3
. menos nitrato . “ A , 0,0
menos (cat., glucosa oxidasé, glucosa) ‘ 20,6
Completo, oscuridad o 0,3

. E1 sistema completo contenia en un volumen final de
0,5 ml: tampdén fosfato potdsico, pH 7,5, 25 umoles; NO;K, 5
umoles; ferredoxina de A. nidulans, 10 nmoles; EDTA-Nal, 5
Umoles; 5-deazarriboflavina, 5 nmoles; nitrato reductaSa par-
Cialmente purificada, 45 ug; y un sistema auxiliar eliminador
de oxigeno conteniendo: glucosa, 10 mmoles; glucosa oxidasa, 15 ng; ca-
talasa, 20 ng. Otras condiciones son: anaerobiosis; temperatu
ra, 30°C; tiempo de ensayo, 30 min; iluminacién, 300 W/m? de
luz blanca u oscuridad, segin se indica.
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TABLA XI

EFECTIVIDAD DE DISTINTAS FLAVINAS ILUMINADAS PARA LA REDUCCION
FOTOQUIMICA DE NITRATO CATALIZADA POR LA FD-NITRATO REDUCTASA

DE A. nidulans

Concentracién Nitrito formado
Flavina (1M) ’ (nmoles)

5-Deazarriboflavina 10 62,8
Riboflavina | 10 ' 12,9
100 16,0
Lumiflavina o 10 17,0
| 100 ) ‘ 27,5
FMN o o 10 , 14,5
' 100 ' " 25,5
FAD 10 5,9
100 ‘ 6,4

Las condiciones experimentales fueron como las del
sistema completo, Tabla 9, . excepto que la 5-deazarriboflavi-
na fué sustituida por la flavina correspondiente, a la concen-
tracién indicada en cada caso. : '
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II1.A.5.7. Transportadores de electrones para la reduceidn de
nitrato por la nitrato reductasa de A. nidulans con

5-deazarriboflavina <luminada

Los resultados expuestos en la Tabla XII demuestran
que, en las condiciones empleadas,'la ferredoxina eé el Gnico
transportador capaz-de llevar eficazmente hasta la nitrato re-
ductasa los electrones bombeados por el sistema EDTA/5-deaza-
rriboflavina iluminada. Ni los flavin nuclebtidos ni los vio-
l6genos a la misma concentracién posibilitan que se lleve a
cabo la reduccién de nitrato, aun cuando el metilvioldégeno
por ejemplo, en otras'condiciones, transporta eficientemente

los electrones del ditionito a 1la nitrato reductasa.

ITI.B. PURIFICACION DE ENZIMAS DEPENDIENTES DE FERREDOXINA POR
'CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN GELES DE FERREDOXINA REDU-
CIDA-SEFAROSA ' ‘ '

Las condiciones descritas como_ébtimas para la unidén
de hitrito reductasa a geles de Fd-Sefarosa (Idaet al., 1976;
Wallsgrové y Miflin, 1977) resultaron ser completamenteVinefi—
caces en la adsorcién de nitrato reductasa y NADP reductasa de
A.nidulans a esta matriz, aGn cuando ambos enzimas, al igual
que la nitrito reductasa, dependen de ferredbxina como donador
de electrones (Forti, 1977; Losada y Guerrero, 19791. Las modi
ficaciones de pH, fuerza ibnica y'tamﬁones tampoco,consiguie -
ron mejorar la adsorci6n de estas ﬁroteinas al gel. Sin embar-
go, en presencia de ditionito ambos enzimas quedaban firmemen-

te unidos al gel de Fd-Sefarosa, siendo esta unién estrictamég



TABLA XII

EFECTIVIDAD DE DIFERENTES COMPUESTOS PARA LA TRANSFERENCIA
DE ELECTRONES DESDE LA 5-DEAZARRIBOFLAVINA REDUCIDA
FOTOQUIMICAMENTE A LA FD-NITRATO REDUCTASA

DE A. nidulans

Nitrito formado
Transportador de electrones

(nmoles)
Ferredoxina 61,9
Metilvioldgeno ‘ : 0,1
Bencilviolégenq : 0,3
FMN - | 0,4
FAD - - " 0,2

Las condiciones experimentales fueron como las del
sistema completo, Tabla 9,. excepto que donde se indica,
se sustituyé la ferredoxina de A. nidulans por 10 nmoles de
violégenos o flavinas.
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te dependiente de la existencia de condiciones reductoras en

la columna.

En la Figura 9 se observa que al pasar un extracto
de A. nidulans preparado como se indica en Materiales y Méto-
dos (apartado II.B.2.) a través del gel de Fd-Sefarosa, en
ausencia de condiciones reductoras, tanto la NADP reductasa
como la nitrato reductasa aparecen conjuntamente con el grue-
so de las proteinas en las primeras fracciones del eluato. Al
lavar posteriormente la columna con CINa 50 mM, se eluyen al-
gunas proteinas adsorbidas inespecificamente, pero que no
muestran actividad nitrato reductasa o NADP reductasa. Una si
tuacibén similar ocurre tras lavar la columna con ClNa 0,15 M,
y ni siquiera en las fracciones resultantes de lavado con
0,5 M de ClNa se localiza actividad de estos enzimas. Los re-
sultados indican que el gel de Fd-Sefarosa en condiciones no
reductoras no es capaz de retener cantidades apreciables de

nitrato reductasa o NADP reductasa de Anacystis.

Cuando al tamp6n de equilibrado de la columna se le
afiadia ditionito, se observaba una decoloracién progresiva
del gel, debido a que conforme el ditionito penetraba en la
columna tenia lugar la reducci6n de la ferredoxina unida a

la Sefarosa.

En estas condiciones (reductoras), ambas proteinas
quedan retenidas por el gel. Como se observa en la Figura 10,
el lavado exhaustivo con tampﬁn de equilibrado provoca la sa-

lida de la columna de la mayor parte de las protefnas origi-
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FIGURA 9. Perfil dei elucidn de la nitrato reductasa y NADP
reductasa de A. nidulans en un gel de ferredoxina-Sefarosa
en estado oxidado. A la columna equilibrada en tampdén Tris-
-ClH, pH 8,0, 10 mM, se aplicé una muestra de 1,0 ml de ex-

tracto preparado como se indica en el apartado II.B.2. La

flecha 4 indica la aplicacién de ClNa 50 mM en tamp6n de

equilibrado. La flecha B indica la aplicacién de ClNa 150

mM en el mismo tamp6n. Las actividades totales aplicadas

fueron 677 y 560 mU de nitrato reductasa y NADP reductasa
respectivamente. Otras condiciones como se indica en Mate-

riales y Métodos.
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e elucidén de la nitrato reductasa y NADP
ulans en un gel de ferredoxina-Sefarosa
Columna equilibrada en tampdén Tris-ClH,

en estado reducido.
pH 8,0, 10 mM suplementado con 1 mg/ml de ditionito s6dico.
la aplicacién de C1Na 50 mM en tampén de

La flecha 4 indica
equilibrado. La fle
del tampbén anterior

cha B indica la omisién del ditionito
. Otras condiciones como en la Figura 9.
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nalmente presentes en el extracto, pero sin elucién significa-
tiva de nitrato reductasa o NADP reductasa. Las proteinas ad-
sorbidas inespecificamente se eliminan lavando con ClNa 50 mM,
y las dos actividades enzimiticas consideradas se eluyen si -
multineamente al omitirse el ditionito del tampén de lavado y
provocarse una reoxidacidén de la columna, que se hace patente
por la recuperacidén del color original de la ferredoxina uni-

da el gel.

La Tabla XIII muestra que la adsorcidén en condicio -
nes reductoras, lavado y desorci6én por oxidacién de nitrato
reductasa y NADP reductasa dd lugar a una purificacién de am-
bas proteinas de més_de 80 veces, con recuperaciones cercanas

al 70%.

En la Figura 11 se observa que cuando la nitrato re-
ductasa se encuentra adsorbida al gel de Fd-Sefarosa, la apli
cacién de CINa 0,15 M a la columna, flecha A, manteniendo las
condiciones reductoras, provoca finicamente la elucidén de pro-
teinas inespecifica o debilmente unidas al gel. La nitrato re
ductasa s6lo se elﬁye al eliminar el ditionito del tamp6n de
lavado, fecha B, demostrindose de esta forma que el factdr'dg
terminante de la elucidén del enzima es la oxidacién y no la
alta fuerza i6nica. Adn cuando no es esencial, la aplicacidén °
de fuerza i6nica moderada favorece la desorci6n de la nitrato
reductasa causada al reoxidar la ferredoxina unida al gel,
consiguiéndose asi que la proteina a?arezca en picos mis es-

trechos.

-
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TABLA XIIT

EFECTIVIDAD DE LA CROMATOGRAFIA EN GEL DE FERREDOXINA-SEFAROSA
PARA LA PURIFICACION DE ENZIMAS DEPENDIENTES DE FERREDOXINA

] Factor de Recuperacibn
Enzima purificacidn (%)
Fd-nitrato reductasa 84,7 68,0
Fd-NADP reductasa 84,2 67,6

Las condiciones de adsorcién al gel y eluci6én por oxi
dacién fueron como en Fig. 10.
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FIGURA 11. Perfil de elucidén de la nitrato reductasa de A. ni .
dulane en un gel de ferredoxina-Sefarosa en estado reducido.

La flecha 4 indica la aplicaci6én de ClNa 150 mM en tampdn de
equilibrado. La flecha B indica la omisién del. ditionito del
tampén anterior. Actividad nitrato reductasa aplicada, 677 mU.
Otras condiciones como en la Figura 10.
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La estabilidad del complejo Fd reducida/nitrato re-
ductasa es mayor que la de los que se establecen entre el
gel y otras proteinas, con cuya formaci6én interfieren condi-
ciones de fuerza ibnica moderada. Este hecho permite simpli-
ficar el proceso de purificacién (Fig. 12), eliminando el pa
so de lavado con ClNa‘SO'mM, al aplicar el extracto en unas
,condiciones de fuerza idénica (0,15 M de C1Na) tales que las

proteinas de baja afinidad no llegan a adsorberse al gel.

La purificacién y Tecuperacién conseguidas por este
procedimiento son similares a las del proceso completo. Ade-
mis de simplificar las condiciones de burificacién, el apli-
car la muestra con ClNa 0,15 M tiene-la-ventaja adicional de
que la preparacidn de nitrato reductasa asi obtenida estd
exenta de NADP reductasa, al no llegarse a formar en estas

condiciones un complejo estable Fd reducida/NADP reductasa.

El pirofosfato es un inhibidor reversible de 1la NADP
reductasa que compite con la Fd por el sitio activo del enzi-
ma (Izawa, 1977). Por esta raz6bn, el Complejo Fd reducida/NADP °
reductasa puede disociarse en ﬁresencia de una cantidad adecua
da de pirofosfato. La Figura 13 muestra la utilizacidn de este
compuesto para la elucibn selectiva de NADP reductasa de una
columna de Fd-Sefarosa mantenida reducida ﬁor ditionitg. La
purificacidn conseguida de esta forma es de unas 140 veces y
la recuperacién del orden del 50%. Al realizarse todo el pro-
ceso en condicidnes reduétoras, la nitrato reductasa permane-
ce firmemente unida al gel y, por tanto, la preparacidn obte-

nida de NADP reductasa estid libre de nitrato reductasa.
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FIGURA 12. Perfil de elucidn de la nitrato reductasa de A. ni
dulans en un gel de ferredoxina-Sefarosa en estado reducido.
La columna se equilibr6 en tampén Tris-Cl1H, pH 8,0, 10 mM, su
plementado con ClNa 150 mM y 1 mg/ml de d1t10n1to sédico. La
flecha indica la omisi6én del ditionito del tamp6n de equili -
brado. Actividad nitrato reductasa aplicada, 677 mU. Otras
condiciones como en la Figura 9.
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FIGURA 13. Perfil de elucidén de la NADP reductasa de A. nidu- .
lans en un gel de ferredoxina-Sefarosa.en estado reducido. Co
lumna equilibrada en tamp6n Tris-C1H, pH 8,0, 10 mM suplemen-
tado con 1 mg/ml de ditionito s6édico. La flecha 4 indica la
aplicaci6én de ClNa 50 mM en tampén de equilibrado. La flecha

B indica la aplicaci6én de pirofosfato s6édico 25 mM en tampdn

de equilibrado. Actividad NADP reductasa aplicada 560 mU.

Otras condiciones como en Figura 9.
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Tras eluir la NADP reductasa con pirofosfato, la ni-
trato reductasa puede ser eluida reoxidando el gel con un tam
pén sin ditionito sublementado con C1Na 0,15 M. Este procedi-
miento, sin embargo, no es adecuado bara la burificacién de
la nitrato reductasa; ya que tiene lugar una importante pérdi
da de actividad enzimitica motivada, al parecer, por la accidn

combinada del pirofosfato y el ditionito.

IIT1.C. PURIFICACION Y PROPIEDADES DE LA FERREDOXINA-NADP RE-

DUCTASA DE Anacystis nidulans

II1.C.1. Purificacién hasta homogeneidad de la NADP reductasa

de A. nidulans

Para ello se utilizdé un procedimiento de doble croma
tografia de afinidad, empleando como primer adsorbente el gel
de ferredoxina-Sefarosa y a coﬁtinuaciénvgel de azul-Sefarosa,
que presenta afinidad por los enzimas dependientes de piridin

nucleétidos (Thompson et al., 1975).

El extracto crudo se obtenfa como se indica en el
apartado II.B.1. y se le aplicaban los pasos de solubiliza-
cién, fraccionamiento por etanol, y cromatografia de inter-
cambio idnico en DE-52, que se describen en detalle para la
purificacién de 1la nitrato reductasa (ver apartédo I1.D.1.).
A continuacién, el extracto se dilufa con tampén T25 hasta
una concentracidén de CINa 50 mM y\se aplicaba, una vez redu-
cido con ditionito sédico (1 mg/ml}, a una columna de gel de

Fd-Sefarosa preparada con ferredoxina de S. maxima, de 26 mm
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. de digdmetro por 16,5 cm de altura, previamente equilibrada en
T25 suplementado con 1 mg de ditionito por ml de tampbén. Una
"vez aplicada la muestra a la columna reducida, &sta se lavaba
con T25 con CINa 50 mM reducido por ditionito, para eliminar
las proteinas debilmente unidas, y, a continuacidn, se eluia
la NADP reductasa aplicando el mismo tamp6n pero suplementado

con ClNa hasta una concentracién 150 mM.

A la preparaci6n diluida asi obtenida se afiadia sul
fato amdénico s6lido hasta el 40% de saturacién y tras 10 min
de incubacidén en frio, se centrifugaba a 12.100 x g durante
10 min. El1 sedimento se descartaba y al sobrenadante se le
afiadia nuevamente sulfato aménico hasta el 75% de saturacibn,
repitiéndose el proceso anterior de incubaci6n y centrifuga -
cién. E1 sedimento obtenido se Tesuspendié en un volumen mini
mo de tampdén Tris-ClH, pH 8,0, 10 mM, y se dializ6 extensiva-
mente contra el mismo tambén (24 h, con renovacidén de tampbn

a las 12 h).

La fraccién resultante de la didlisis se aplicd a
una columna de azul-Sefarosa Cl1-6B de 1,8 cm de didmetro por
8 cm de altura equilibrada a un flujo de 22 ml/h con el mismo
tampbén empleado para dializar. Las proteinas débilmente uni -
das al gel se eliminaron lavando con el tampén de equilibrado -
suplementado con CINa a una concentracién 50 mM y, a continua
cibén, se eluyd especificamente la NADP réductasa empleando pi
rofosfato s6dico, pH 8,25, 20 mM. El enzima presentaba atin 1i
geras contaminaciones de ficocianina, a juzgar por los espec-

tros de absorcién, por lo que se aplic6é a una columna de DEAE-
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-Sephadex A-SO de 2,5 cm de didmetro por 30 cm de altura equi
librada con Tris-ClH, pH 8,0, 100 mM. La columna se lav0 con-
secutivamente con el mismo tampbn pero de concentracidén cre -
ciente, 100, 130, y 200 mM (100 ml de cada uno). La banda de
ficocianina empez6 a moverse durante el Gltimo lavado, siendo
eluida totalmente con Tris-ClH, pH 8,0, 250 mM. La banda de
NADP reductasa, de color amarillo, que tras la elucidn de las
ficocianinas ocupaba aproximadamente un tercio de la columna,
fué concentrada y eluida aﬁlicando tampén Tris-ClH, pH 8,0,

300 mM.

IIT.C.2. Criterios de homogeneidad

Cuando la NADP reductasa, obtenida por el sistema de.
purificacién anteriormente descrito, se concentrd con sulfato
aménico al 80% de saturacién y se filtr6 a través de una colum
na de Sephadex G-100 (2,5 cm de didmetro ﬁor 37 cm de altura)
se obtuvo un finico pico de proteiha CFig;_14]. Puede observar-
se la coincidencia en localizacién y forma de la absorban;ia a
275 nm, indicativa de proteina, la actividad NADP reductasa me
dida con ferredoxina y citocromo e, y la absorbancia a 456.nm
caracteristica de las flavoproteinas. La actividad especifica
y las relaciones A456/A275 y‘A456/A390 permanecign_constantes
a lo ancho del pico, con unos coeficientes de variacibn (s/x)

iguales al 8,1,2,95y 1,11% respectivamente.

Las fracciones del pico se concentraron por ultrafil
tracién y una alicuota del enzima concentrado se sometid a

electroforesis, a pH 7,5, en gel de poliacrilamida al 7,5% de
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FIGURA 14. Correspondencia entre actipidad NADP reductasa, ak
sorbancta a 275 nm, y absorbancia a 456 nm, en las fracciones
resultantes de cromatograffa en Sephadex G-100 de una prepara
cién purificada de NADP reductasa de A. nidulans. La columna
estaba equilibrada en tampén Tris-ClH, pH 8,0, 25 mM. Otras
condiciones experimentales se describen en el apartado II.C.2.
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acrilamida seglin se indica en el apértado IT.C.6. Los geles en
que se tifio la proteina presentaban dos bandas aproximadamente
iguales, que coincidian en movilidad e intensidad relativa con
los otros dos que aparecian en los geles utilizados para loca-
lizar la actividad (véase apartado I1.C.10.) y que habian sido

procesados simultdneamente.

Aunque el procedimiento empleado para localizar la
actividad NADP reductasa no es absolutamente especifico de es-
te enzima, el hecho de que en los geles tefiidos para proteina
y actividad se localizasen dos bandas de igual intensidadAy Po
'sicidén en uno y otro, unido a la presencia de un tinico pico de
proteina en el eluato de la filtracién en gel, sugiere la exis
tencia de dos formas de este enzima, ambas activas, de igual

tamafio molecular, pero con distinta carga eléctrica.

III.C.S;'EspGCtTO'dé‘aBSOTCiﬁn

En la Figura 15 se reﬁresenta el espectro de absor-
ci6n de la preparacidén homogénea de NADP reductasa. Pueden
apreciarse picos a 275, 390 y 458 nm, hombros a 282, 290, 432,
Yy 487 nm, y minimos a 330 y 415 mm. La Telacibn A cc/Azqq. €S
igual a 1,076, mientras que A456/A275 tiene un valor de 0,136,
superior al descrito bor Shin (1971) ﬁara preparaciones cris-
talinas de NADP reductasa de espinaca, que oscilaba, segiin los

casos, de 0,110 a 0,127.
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FIGURA 15. Espectro de absorcién de la NADP reductasa de A.
nidulans. La proteina se encontraba a una concentracidn de
0,4 mg/ml en tamp6én Tris-ClH, pH 8,0, 25 mM. ‘
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IT1.C.4. Actividades enzimidticas y especificidad por los piri-

din nucle6tidos de la NADP reductasa de 4. nidulans

Ademds de catalizar la reducci6én directa por NAD(P)H
de DPIP, ferricianuro y sales de tetrazolio, la NADP reductasa
de 4. nidulans reduce citocromo ¢ en una reaccibébn dependiente
de ferredoxina. En esta reducci6én puede aceptar electrones tan
to de NADPH como del NADH, si bien con distinta eficacia. La
Tabla XIV muestra los valores de actividad especifica de cada
una de las actividades, determinadas coh NADPH y NADH como do-
nadores de electrones. La velocidad de reduccidén de citocromo
¢ mediada por la ferredoxina con NADPH es del orden de 150 ve-

ces superior a la observada empleando NADH como reductor.

Las actividades transhidrogenasas tanto con NADPH co
mo con NADH se ensayaron emﬁleando andlogos de las formas oxi-
dadas de los piridin nucleétidos, que presentan un miaximo de
absorci6n a 363 nm en lugar de 340 nm. E1 hecho de conocer los
coeficientes de extincién de los piridin nucledtidos y de sus
andlogos a 340 y 363 nm ﬁermitié estudiar la transferencia de
electrones desde NADPH a 3-acetil§iridina NAD" y desde NADH a

3-acetilpiridina NADP".

ITITI.D. PURIFICACION HASTA HOMOGENEIDAD DE LA FERREDOXINA-NITRA
TO REDUCTASA DE Anacystis nidulans

ITIT.D.1. Purificacidén de la nitrato reductasa de A. nidulans

La purificacifén que se describe a continuacifn corres

ponde a un caso particular de entre las realizadas a lo largo
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TABLA XIV

NADPH Y NADH COMO DONADORES DE ELECTRONES PARA DISTINTAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LA NADP REDUCTASA DE A. nidulans

Actividad especifica

Actividad (mU/mg proteina)

con NADPH con NADH
Citocromo ¢ reductasa 30.600 205
Oxidasa 46,2 N.D.

Transhidrogenasa 4,51 N.D.

Las condiciones de ensayo con citocromo ¢ como acep
tor son las descritas en el apartado II.B.9. Para la determi
nacién de las actividades oxidasas se utilizé una mezcla de
reaccién que contenia en un volumen final de 1 ml: tampdn
Tris-Cl1H, pH 7,5, 17,5 uymoles; NADPH 6 NADH, 125 nmoles; y
una cantidad adecuada de enzima. Para el ensayo de las acti-
vidades transhidrogenasas, la mezcla de reaccifén contenia
ademds, 3-acetilpiridina NAD* (para el caso de NADPH como do
nador) 6 3-acetilpiridina NADP* (para el caso de NADH). N.D.:
no detectado.
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de este trabajo. Sus resultados, atin cuando se registran lige-
ras diferencias de una purificacién a otra, pueden considerar-
se representativos ya que, en general, las variaciones suelen

ser del orden del 10% o inferiores.

El tampén utilizado a lo largo de toda la purifica -
ci6n, Tris-CIH 25 mM, pH 8,5, EDTA 0,5 mM, se denominari abre -

viadamente T25.

La eleccién‘de Tris-ClH a pH 8,5 estd basada en la -
mayor estabilidad que presenta el enzima en este tampbn frente
a otros tampones y valores de ﬁH. La concentracién del tampdn
es baja a fin de evitar posibles interferencias en los ensayos
y en los procesos de intercambio iénico. Por filtimo, la inclu-
sién de EDTA se justifica por su efecto estabilizante sobre la
actividad del enzima, lo que probablemente se debe a su capaci

dad quelante de metales pesadOS.

Todas las operaciones se llevaron a cabo a temperatu

ras comprendidas entre 0 y 4°C.

ITI.D.1.1. Solubilizacidn 'de la nitrato reductasa

Un alto porcentaje de la actividad nitrato reductasa
presente en el extracto crudo ﬁreparado como se indica en el
apartado II.B.1., se encuentra asociado a fragmentos de membra
na no sedimentables por centrifugaci6n a 3.300 x g. A fin de
solubilizar el enzima, se afiadia al extracto la cantidad ade -
cuada de nitrato s6dico s6lido para obtener una concen;racién

final de 1 M. La adicién se realizaba lentamente disolviendo
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el nitrato por agitacién suave a medida que se iba afiadiendo.
Una vez disuelto el nitrato, el extracto se mantenia durante
dos horas con agitacifén ocasional y posteriormente se centri-

fugaba a 104.000 x g durante 90 min.

El sedimento se descartaba, ya que el enzima perma-
necia en la fraccidén sobrenadante. Este sobrenadante (175 ml)
presentaba un color verde-azulado, siendo bastante mids fluido

que el extracto origihal.

En la Tabla XV puede observarse que aproximadamente
el 75% de la actividad se recuperaba en el sobrenadante, con
un factor de purificacién de 1,4. La aparentemente baja puri-
ficaci6n conseguida, a pesar de la considerable cantidad de
material que sedimenta, se explica ﬁorque la mayor parte del

material precipitado es de tipo no proteico (1ipidos, etc.).

El nitrato parece actuar en la solubilizacidn del en
zima a través de un efecto caotréﬁicb. La utilizacién de otros
agentes, tales como cloruro sédico, sulfocianuro potdsico o
perclorato potdsico, no mejor6é el rendimiento del paso, ya que
mientras unos, como el ClNa, no solubilizaban suficientemente
al enzima, otros como el SCNK y C10,K provocaﬁan pérdida de la

actividad nitrato reductasa.

ITI.D.1.2. Preciptitacidn fraccionada con etanol del &0 al 70%

(v/v]

El sobrenadante resultante del paso anterior se some-

tfa inmediatamente a fraccionamiento con etanol, ya que si el



TABLA XV

RECUPERACION, PURIFICACION Y RELACION DE ACTIVIDADES CON MV Y FD DE LAS DISTINTAS ETAPAS DE
LA PURIFICACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE A. nidulans

lEtapa Recuaggaciéna Factor Qe Act, MV-NOZRasab
% purificacién Act, Fd-NOSRasa
Obtencién del extracto crudo . - - 17,2
Solubilizacién del enzima 75,6 1,4 22,4
Precipitacién con etanol (50-70%) 77,1 28,4 22,4
Cromatografia en DE-52 85,8 3,0 e
Cromatografia de afinidad en 61,2d 57,8 22,8
Fd-Sefarosa 72,5
Filtracidn en -AcA 44 y concentracidn 82,4 1,5 e

Referida a la actividad inicial de cada etapa
Determinada en la fracci6én obtenida tras la etapa correspondiente
: No determinada’

: Vease la descripcidén de la etapa en el texto

QO TR

SOL
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tratamiento con nitrato se prolongaba, se registraba una pér-
dida gradual de actividad, que llegabha a ser del 4Q-50% en
12 h.

Al extracto se le afiadfa lentamente y con agitacidn
continua un volumen igual de etanol absoluto breenfriado a
-152C, y se incubaba en hielo durante 10 min con agitacién
ocasional. La Gltima parte del tratamiento se realizaba en
tubos de centrifuga, a fin de que estuviesen dispuestos para

centrifugar a los 10 min exactos de la adicidén del etanol.

Se centrifugaba a 7.900 x g durante 15 min obtenién
dose un sobrenadante azul y un preciﬁitado de color verde que

se descartaba.

Al sobrenadante (unos 320 ml) se le afiadia nuevamen
te étanol, en las condiciones anteriores, hasta alcanzar el
70% (v/v). A esta concentracién se observaba pérdida de 1a
fluorescencia tipica de la ficocianina y aparicién de grumos '
de color azul. Tras 10 min de incubacién, se centrifugaba a
7.90Q0 x g durante 25 min y se descartaba el sobrenadante que

contenia la mayor parte de las ficoctaninas.

El sedimento se resuspendia cuidadosamente en T25 su
plementado con ClNa O,]S M, hasta un volumen final de 25 ml y

se dializaba contra 2 1 de este mismo tamp6én durante 12 h.

Tras la- didlisis, el tubo presentaba un precipitado
azul de 1/3 a 1/6 de su longitud, constituido fundamentalmente

por ficocianinas desnaturalizadas. Se transferfa el dializado
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a un tubo de centrifuga, lavando la triba con 5 ml de T25, y
se centrifugaba a 43.500 x g durante 20 min. El sobrenadante,
producto final del paso, consistia en unos 38 ml de un liqui

do claro de color grisdceo-azulado.

La Tabla XV muestra que la recuperacidn de este pa-
so era del orden del 77% con una ﬁurificacién de mis de 28 ve
ces. Cuando se utilizaron otros compuestos que, al igual que
el etanol, actdan disminuyendo la constante dieléctrica del
medio, tales como butanol o acetona, a distintos pH y tempera
turas, se produjo una pérdida irreversible de la actividad ni

trato reductasa.
I11.D.1.3. Cromatdéografia en DEAE-celylosa

La pre?aracién resultante del fraccionamiento con
etahol contenié cantidades imbortantes>de ferredoxina que po-
dria competir ventajosamente con la unida a la sefarosa utili
zada en el siguiente paso de puiificacién, en la formacidn

del complejo.Fd-nitrato reductasa.

Con el principal objeto de eliminar la ferredoxina
libre, y teniendo en cuenta el caracter fuertemente acidiéoAde
esta proteina, se utilizé un lecho de DEAE-celulosa (30 mm x
70 mm) formada a parfir de 30 g de peso seco del adsorbente
(DE-52) equilibrado con T25, montado en una columna de vidrio

y sometido a un flujo de 180 ml/h.

La muestra (38 ml) se diluyé al doble con T25 a fin

de disminuir la concentracién de ClNa y favorecer las interac-



108

ciones de las proteinas con la DEAE-celulosa. Tras aplicar la
muestra, se lavaba la columna brimero con 50 ml de T25, y pos
teriormente con 150 ml de T25 sublementado con ClNa @,12 M.
Al observarse la aparicién de ficocianinas en el eluato de la
columna, se empezaba a recoger fracciones de 6 ml. El enzima
se eluia al incrementar la concentracién de ClNa en T25 hasta
0,25 M, y formaba parte de una banda de color marrén (exenta
de ferredoxinai en la que también se detectaba actividad NADP
reductasa. La actividad nitrato reductasg localizada en las
fracciones 21 a 35, suponfa un 86% de la aplicada, con una pu

rificacidén de 3 veces (Tabla XV].

La ferredoxina quedaba retenida en la parte superior
de la columna y se elufa con ClNa Q0,35 M en T25 para su poste-
rior aprovechamiento.'La cantidad de ferredoxina recuperada de

la columna por este procedimiento era del orden de 36 a 40 mg.

I11.D.1.4. Cromatografta de afinidad en gel de ferredoxina-Se-

farosa

El gel de Fd-sefarosa utilizado se preparé.uniendo
ferredoxina de S. maxzima a Sefarosa 4B por el procedimiento
indicado en el apartado IT.B.7. Se emﬁleé una columna de 26
mm de didmetro por 16,5 cm de altura, empaqueténdose el le-
cho del gel a un flujo de 103 ml/h emﬁleando T25 suplementa-
do con C1lNa 0,15 M como tampén de equilibrado. La ferredoxina
unida a la Sefarosa se redujo con 90 ml del mismo tampdn al
que se habia agregado ditionito s&édico bara alcanzar una con-

centracién de 1 mg de ditionito ﬁor-ml de tampén.
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Cuando la columna estuvo completamente reducida -gel
decolorado- se empezd6 a aplicar la muestra, previamente reduci
da por ditionito a 1la mi§ma concentracién que en el tamp6én. Es
ta muestra consistfa en la mitad del volumen del eluato de
DEAE-celulosa (aproximadamente 50 ml), diluido con T25 hasta
conseguir una concentracién de ClNa de 0,15 M. La razén de
aplicar solo el 50% del eluato de DEAE-celulosa, era el evitar
sobrepasar la capacidad de la columna, aproximadamente 150 uni

dades, por lo que el proceso debfa repetirse por dos veces.

Tras aplicar la muestra, se lavé con 90 ml (aproxima
damente un volumen de columna) del tamﬁén de equilibrado, a
fin de eliminar las proteinas debilmente unidas al gel, y gi -
nalmente se reoxiddé la ferredoxina del gel al lavar la columna

con T25 + ClNa 0,15 M, suplementado con N03Na 50 mM.

Dado que el frente de oxidacidn era claramente visi-
ble debido a su color, se empezaba a recoger fracciones (5 ml1)

cuando éste se aproximaba a la salida de la columna.

La Tabla XV muestra que en estas condiciones la recu
peracidén era del 61,2% de la actividad original, siendo la pu-

rificacién de 57,8 wveces.

De las 442 unidades aplicadaé, el17,2%‘Q38,6 Uy
39,2 U en la primera y segunda tanda Tesﬁectivamente) no se
unieron a la columna y fueron recuﬁeradas, utilizédndose, des-
puds de dializar contra T25 + ClNa 0,15 M, como material de
partida para otra aplicaci6n a la columna de Fd-Sefarosa. Las

unidades obtenidas en esta Gltima fase constituyen un 11,3% de
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las 442 aplicadas originalmente, con lo que la recuperacién
real del paso sube al 72,5%, si bien esto se ha contabiliza-
do en los resultados de la Tabla XVI al no haberse incorpora
do al material que se sometia a posterior purificacién. Los
eluatos de la cromatografia en columna de Fd-Sefarosa se unie
ron y el conjunto se concentrd por'ultrafiltracién, segln se

describe en el apartado II.C.22.

Una alicuota del concentrado se sometif a electrofo-
resis en gel de poliacrilamida Yy, tras tefiir las proteinas del
gel, se obtuvo el densitograma mostrado en la Figura 16. Puede
observarse la presencia de tres picos correspondientes a otras
tantas bandas de proteina visibles en el gel después de su tin
cidén. Las superficies respectivas, ﬁroporcionales a las canti-
dades de proteina tefiida, indicaban que el pico central conte-
nia.el 67,3% de la proteina total aﬁlicada. La actividad nitra
to reductasa coincidfia con este ﬁico central seglin se comﬁrohé
en geles paralelos éometidos a electroforesis simultdneamente,

como se indica en Materiales y Métodos.

ITI.D.1.5. Cromatografta de filtracidn en gel

A fin de eliminar las proteinas contaminantes presen
tes tras el paso de cromatografia de afinidad, la preparacidn
concentrada resultante de esa etapa se sometié a filtracibn en

~gel de AcA 44 (rango de fraccionamiento de 12.00Q a 130.00Q D).

Tipicamente esta filtraci6én se realizaba con el con-

junto de material correspondiente a tres purificaciones, ya
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FIGURA 16. Desintograma correspondiente a la electroforesis
en gel de poliacrilamida del eluato concentrado de ferredo-
xina-Sefarosa. Tincidén de proteina. Volumen de muestra 30

ul. Otras condiciones como se indica en Materiales y Méto -

dos.
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que, de esta forma, la recuperaci6én global era mayor que cuan

do se utilizaban cantidades mids reducidas.

La columna empleada (25 mm x 95 cm) se equilibrd
con Tris-C1H 50 mM, pH 8,5, EDTA 0,5 mM (T50) a un flujo de
27 ml1/h. Se utilizé un tampén mds concentrado que el habitual
(T50 en lugar de T25) para minimizar las interacciones de las
proteinas con el gel. La aplicacién de la muestra y el desa -
rrollo Pe la columna se llev6 a cabo como se indica-en Mate -

riales y Métodos.

Tras eliminar los 194 ml iniciales (volumen vyacio
de la columna), se empez6 a recoger fracciones de 2,7 ml, lo-
caliziandose la actividad nitrato reductasa en las fracciones

20-33, que se unieron y se concentraron por ultrafiltracidn.

En la Tabla XV se muestra que la recuperacién calcu
lada a partir de los ensayos de actividad fué del 82,4%, en
buena coincidencia con el 83,8% calculado a partir de las
dreas de los picos de los densitogramas (Figs. 16 y 17). La

purificacién conseguida en este Giltimo paso fue de 1,5 veces.

La Tabla XVI resume los resultados obtenidos en la
purificacién anteriormente descrita. (Los valores para el pa-
so de filtracién en gel corresﬁonden a los obtenidos en el pa

so comfin, aplicados a esta purificacién en particular).

Puede obhservarse que a partir de 88 g (peso fresco)
de células de A. nidulans se obtuvieron (0,26 mg de enzima con

una purificaci6én de mids de 10.000 veces Yy una recuperacidn su
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FIGURA 17. Demnsitograma correspondiente a la electroforests
en gel de poliacrilamida del eluato concentrado de ultrogel
AcA 44. Tincibn de proteina. Volumen de muestra 30 ul. Otras
condiciones como se indica en Materiales y Métodos.
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TABLA XVI

nidulans
Volumen Actividad Proteina Actividad Recuperacidn Factor de
Fraccién , especifica : » purificacién
(ml) (U) (mg) (U/mg) (%)
Extracto crudo 195 883,9 10.126,4 0,087 100,0 1,0
Enzima solubilizado 175 668,2 5.596,5 0,120 75,6 1,4
Precipitado de
etanol (50-70%) 38 515,4 151,7 3,40 58,3 39,0
Eluato cromatogra-
fia en DE-52 95 442,2 43,4 10,19 50,0 116,7
Eluato cromatogra-
fia afinidad en
Fd-Sefarosa 60 270,8 0,46 588,70 30,6 6.743,2
Eluato concentrado
de filtracién en
AcA 44 1,15 227,4 0,26 874,80 25,6 10.020,4

Los detalles de la purificacién se describen en el texto.

vil



perior al 25%. La actividad esﬁecifica nitrato reductasa en

la fracci6n final era de 874,8 U/mg.

Aunque los valores reflejados en lasTablas XV y XVI
estdn calculados en base a las actividades MV-nitrato reducta
sa, los valores con Fd reducida enzimdticamente como donador
de electrones guardan una relacién similar, ya que la razbén
entre ambas actividades se mantiene constante a lo largo de

la purificacién (Tabla XV).

ITI.D.2. Criterios de homogeneidad

ITII.D.2.1. Constancia de actividad espectfica

La Figura 18 rebresenta la actividad nitrato reduc-
tasa y la cantidad de proteina ﬁresente en las fracciones re-
sultantes de la filtracién en gel de AcA 44, Gltimo paso de

la purificacién.

La coincidencia en forma y localizacién de amhoé pi
cos indica la estrecha correlacién existente entre actividad
nitrato reductasa y cantidad de proteina, lo que sugiere 1la
presencia de una finica proteina en las fracciones del piCG
donde la actividad especifica presenta valores précticamente
idénticos. Las fracciones centrales del mismo (23-28) que en-
globan el 71% de la actividad total, tienen una actividad es-
pecifica media de 863,7 U/mg con una desviaci6én tipica de

27,0, equivalente a 5610 el 3,1% de la media.
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FIGURA 18. Correspondencia entre actipidad nitrato reductasa
y cantidad de protefna en las fracciones resultantes de cro-
matografia en ultrogel AcA 44 de una preparacidén purificada
de nitrato reductasa de A. ntdulans. Las condiciones experi-
mentales se describen en el apartado ITII.D.71.5.
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III.D.2.2. Electroforesis analftica en gel de poliacrilamida

El eluato de la filtracibén en gel, una yez concen -
trado, se someti6 a electroforesis analftica en geles de po-

liacrilamida seglin se indica en Materiales y Métodos.

El densitograma representado en la Figura 17 co-
rresponde a la electroforesis a pH'7;5 de una muestra de 30
ul (7 pg de proteina)_de la preparacién concentrada, en gel
de poliacrilamida al 7,5%. En é1 se observa la presencia de
un Gnico pico que por tincidén de actividad enzimdtica se com-
probé que correspondia a nitrato reductasa. Se obtuvieron re-
sultados andlogos cuando la electroforesis se 1llevé a cabo a
pH 9,5, por lo que puede afirmarse que dentro de los valores
de resolucidn del método (2-3%), la proteina obtenida se en-

cuentra en estado homogéneo.

IIT.E. PROPIEDADES DE LA FERREDOXINA-NITRATO REDUCTASA DE Ana-

cystis nidulans

IIT.E.1. Propiedades moleculares de la nitrato reductasa

IIT.E.1.1. Coeficiente de sedimentacidn de la nitrato reducta-

sa

Una alicuota de nitrato reductasa homogénea (Q,3 U)
se sometié a centrifugacién en gradiente de sacarosa (5-20%)
como se indica en el apartado II.C.2. Los resultado$ obtenidos
se presentan en la Figura 19. Los valores correspondientes a

los marcadores se ajustan a una recta de ecuacidn:
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FIGURA 19. Determinacidén del coeficiente de sedimentacidn de
la nitrato reductasa de A. nidulans por centrifugacidn en
gradiente de sacarosa. Las condiciones experimentales se de-
tallan en el apartado II.C.2. .



119

s =0,2067-2 -0,6775

con un coeficiente de correlacién de 1,000, siendo s el coefi-

ciente de sedimentacién (320 ﬁ] Yy x el nGmero de gotas contada
. . ’

das a partir del menisco.

Utilizando esta ecuacién y la magnitud del desplaza-
miento de la nitrato reductasa (29,5 gotas) se obtuvo un valor

para el coeficiente de sedimentacidén de 5,42 S.

ITT.E.1.2. RadZo de Stokes de la nitrato reductasa

Para la determinacién del radio de Stokes de la ni-
trato reductasa, se siguié6 el prbcedimiento de Siegel y Monty
(1966) seglin se detalla en Materiales y Métodos. La nitrato
reductasa homogénea (1,25 U) se sometidé dos veces a filtracidn
por el lecho de Sephadex G-150, una vez s6la y otra junta a ci
tocromo ¢ y alcohol deshidrogenasa. Esta iltima proteina se pa
s6 ademds por la columna independientemente, al igual que se

hizo con los otros marcadores, seroalbtimina y ovoalbGmina.

Los resultados obtenidos se representan en la Figu-
ra 20. Los valores de radio de Stokes correspondientes a los

marcadores se ajustan a una recta de ecuacidn:

(-log X, ) /% = 0,2754 + 0,0127 a

con un coeficiente de correlacién de 0,999, donde a es el va-
lor del radio de Stokes. A partir de ella se calcularon valo-

res para la nitrato reductasa de 32,17 y 31,80 A, tomdndose
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FIGURA 2Q. Determinacidén del radio de Stokes de la nitrato
reductasa de A. nidulans por cromatograffa de filtracidn
en Sephadex G-150. Las condiciones experimentales se deta-
llan en el apartado II.C.4.
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[+
el valor medio, 31,99 A como el correspondiente al radio de Sto

kes del enzima.

IIT.E.1.3. Peso molecular de la nitrato reductasa nativa

La Figura 21 muestra la representacién de los loga-
ritmos del peso molecular de las proteinaS'marcadoras frente
al volumen de elucidén de cada una de ellas (Andrews, 1964) en
un lecho de Sephadéx G-150. La relacién es lineal, ajusténdo-

se a una recta de ecuacidn:

log PM = 7,311 - 0,030-V,

donde Ve es el volumen de elucién, con un coeficiente de co-

rrelacién de 1,000.

A partir de los dos voltimenes de elucién (74,69 y
75,05 ml) determinados para la nitrato reductasa, se calculd

un peso molecular medio de 68.370 D.

El peso molecular de la nitrato reductasa se estimé
también por el método de Siegel y Monty (1966), combinando los °
resultados obtenidos de radio de Stokes y coeficiente de sedi

mentacibn.

La férmula empleada fué:

PM = 6 wn Nas/1-vp)

donde PM corresponde a peso molecular;n, viscosidad del medio,

calculada como 1,0348 cp; N, nGmero de avogadro; a, radio de
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FIGURA 21. Estimacidén del peso molecular de la nitrato reduc
tasa de A. nidulans por cromatograffa de filtracidén en Sepha
dex G-150. Las condiciones experimentales se detallan en el

apartado II.C.5.
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[+]
Stokes (31,99 A); S, coeficiente de sedimentacién (5,42 S);
v, volumen parcial especifico, asumido como 0,725 cm3/g (Mar-
tin y-Ames, 1961); y p, la densidad del medio, calculada como

1,00462 g/cm>.

El peso molecular calculado por este procedimiento,
que puede considerarse de mayor precisién que el anteriormen-

te citado, fué de 75.000 D.

III.E.1.4. Estimacidén de nimero de subunidades y peso molecu-
lar por electroforesis en gel de poliacrilamida

con SDS

Preparaciones homogéneas de ferredoxina-nitrato re-
ductasa de A. nidulans se sometieron a electroforesis en gel
‘de poliacrilamida en presencia de SDS como se describe en el
apartado ITI.C.11. La presencia de una s6la banda de proteina
en los geles confirman la pureza de la preparacién enzimdti-
ca, a la vez que pone de manifiesto la contribucidén a 1la es-
tructura proteica del enzima de una tinica cadena polipéptica,
o bien de varias del mismo tamafio y, por consiguiente de la

misma movilidad electroforética en estas condiciones.

A fin de calcular el peso molecular de la o las po-
sibles cadenas polipépticas, se sometieron simulténeamente a
electroforesis en presencia de SDS el enzima y varias protei-
nas marcadoras con cadenas polipeptidicas de peso molecular
conocido. La Figura 22 muestra el resultado obtenido al repre

sentar la movilidad relativa al quimotripsindgeno de fosfori-
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FIGURA 22. Determinacidén del peso molecular de la cadenag po-
lipeptidica de la nitrato reductasa de A. nidulans por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida con SDS. Las condiciones
experimentales se detallan en el apartado II.C.11.
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lasa a, seroalbfimina bovina, y ovoalbGmina, frente al logarit-
mo de sus pesos moleculares respectivos. Los valores obtenidos

se ajustan a una recta de ecuacifn:

log PM = 5,2306 - 0,8814-movilidad relativa

con un coeficiente de correlacién de 1,000. A partir de esta
ecuacién y del valor obtenido de movilidad relativa para la
banda de proteina correspondiente a la nitrato reductasa, se
"calculd para ésta un peso molecular de 74.970 D. Dado que para
el enzima nativo se habia calculado previamente un peso molecu
lar de 75.000 D, puede afirmarse que la ferredoxina-nitrato re
ductasa de A.nidulans estd constituida por finica cadena poli-
péptida, cuyo peso molecular queda asi fijado por distintos

criterios en 75.000 D.

III.E.2. Otras propiedades de la nitrato reductasa

III.E.2.1. Espectro de absorcién de la nitrato reductasa de

A, nidulans

La Figura 23A muestra el espectro de absorcidén entre
250 y 700 nm de una preparacién homogénea de nitrato reductasa
de 4. nidulans (2,12 uM). Ademis del pico de proteina a 273 nm,
se observa una disminucién generalizada de la absorbancia a me
dida que aumenta la longitud de onda. No aparece‘ en este es -
pectro ninguna indicacidén de la presenéiavae hemo o flavi -
na en la preparacién, tanto en el caso del espectro del enzima
oxidado mostrado en la figura, como cuando se afiadia a la cubg

ta algunos cristales de ditionito sédico. La adicidén de un ex-
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FIGURA 23. Espectro de absorcién de la nitrato reductasa de
A. nidulans. A: enzima puro 2,12 uM en T25. B: detalle de
la zona ultravioleta, concentracién de enzima 1,02 uM.
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ceso molar de ferredoxina, nitrato o ditionito, tanto indiyi-
dualmente como en cualquier combinaci6n, no provocaba ninguna
variacién observable en la zona comprendida entre 400 y 610

nm, utilizando una preparacién 1 pyM de enzima y una sensibili

dad de 1,97'10'3 unidades de absorbancia por cm de carta.

La Figura 23B muestra, en mayor detalle, la absor -
cién de la zona comprendida entre 265 y 340 nm presentada por
una preparacién 1 uM de nitrato reducfasa de A. nidulans
Puede apreciarse un pequefio valle a 277 nm dentro del pico cu
yo midximo es 273 nm. Igualmente se observan hombros en la zo-

na de 288-290 nm y 325-326 nm. -

A partir de la absorbancia de preparaciones homogeé-
neas de nitrato reductasa de A. nidulans , se ha calculado
para esta proteina en tampén Tris-ClH, pH 8,5, 25 mM, un coe-
ficiente de extincién a 273 mm (E}gﬁlmll de 1,69, y empleando
un peso molecular de 75 KD (aﬁartado IIT.E.1.3.), un coefi -
ciente de extinci6én milimolar a esa misma longitud de onda

- 1mM .
(Ejen) de 126,5.

III.E.2.2. Efecto de la concentracidén de nitrato sobre la actt

vidad MV-nitrato reductasa del enzima purificado

La Figura 24 se muestra la representacién de Line-
weaver-Burk correspondiente al efecto -~ de distintas concen-
traciones de nitrato sobre las velocidades de reaccién, en el
ensayo de la actividad MV-nitrato reductasa, de una prepara-

cién de enzima puro. E1 valor de Km calculado fué de 0,69 mM.



128

Km: 0.69 mM /
) (o)
_ 2501
2
E
m
m -
©
E
3
°
® 1504 o
E
S
e
= 3
50 - o;
. 'ﬁ
)l
l’ .
-'2 o é T é "¥ 110

1/ENO3 T (mM)~!

FIGURA 24. Km para el nitrato de la nitrato reductasa purtfi
cada de A. nidulans. Las condiciones experimentales fueron
las del ensayo standard de. actividad MV-nitrato reductasa
(apartado IT.B.8.1.), excepto que las concentraciones de ni-
trato fueron las que se indican y que el tiempo de ensayo
fué de 3 min. Nitrato reductasa pura, 24 mg.
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IIT.E.2. 3. Efecto de la concentracién de nitrato en la actipi-

dad MV-nitrato reductasa determinada in situ

Como control de que el enzima no habia sido dafiado
significativamente durante el proceso de purificacién,sufrien-
do cambios en la conformacién nativa que afectasen su activi -
dad catalitica, se estudi6é la afinidad 'del enzima por el nitra
to Zn situ , a fin de compararla con la del enzima puro. La Fi
gura 25 muestra la represeﬁtacién de los reciprocos de las con
centraciones de nitrato empleadas y de las velocidades corres-
pondientes, determinadas <n situ en células de 4. nidulans tra
tadas con tolueno como se indica en el apartado II1.B.8.2. E1
valor de Km calculado, 0,73 mM es muy similar al obtenido para

el enzima puro, 0,69 mM,

ITI.E.2.4. Correlacién entre cantidad de enzima y actividad

nitrato reductasa

Al‘representar la actividad nitrato reductasa, deter
minada por cualquiera de los métodos descritos, frente a la
cantidad de enzima afiadido, se observa la existencia de una
proporcionalidad estricta entre ambos pardmetros. Como ejemplo
de esta observacidén puede tomarse la recta control de la Figu-
ra 35 en la que se representa actividad MV-nitrato reductasa
frente a la cantidad de enzima afiadido. El coefiéiente de co-
rrelacién hallado al calcular la recta de fegresién fué, en

este caso, de 1,000.
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FIGURA 25. Km para el nitrato en células toluenizadas de A.
nidulans. Las condiciones experimentales fueron las del en-
sayo de actividad MV-nitrato reductasa <n situ (apartado
II.B.8.2.) excepto que las concentraciones de nitrato son
las que se indican y que el tiempo de ensayo fue de 3 min.
Células toluenizadas, 1,4 ul v.c.e.
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II1.E.2,5. Efecto de la temperatura sobre la actividad nitrato

reductasa

La actividad MV-nitrato reductasa de una preparacidn
homogénea del enzima se ensayb6 a distintas temperaturas en el
intervalo comprendido entre 10 y 402C. Se observé un marcado
aumento de la actividad con la temﬁeratura, alcanzidndose un mi
ximo a 362C, a partir del cual la actividad disminuye, lo que

probablemente se debe a desnaturalizaci6n térmica de la proteina.

En la Figura 26 se muestra la representaci6n de
Arrhenius de las velocidades iniciales determinadas a cada tem
peratura. Los puntos obtenidos se ajustan a dos rectas, 4 para
la zona de 10 a 27°C,y B, de 27 a 362C,con unos coeficientes
de correlacién de 0,996 y 0,966 respectivamente, habié&ndose de
terminado que el punto de corte corresponde a una temperatura

de 26,22C.

A partir de las ecuaciones de las rectas de regresidn
A y B, se han calculado las energias de activacidén correspon -

dientes, utilizando la férmula:
B2
ReTy-Tp-dngs

T, - 14

Ea =

donde Ea es la energia de activacidén (en cal[mol);;R, la cons-
tante de los gases (1,987 cal/2K-mol); T4y T,,1las temperatu-
ras absolutas, y V, y V, las velocidades iniciales determina-
nadas a las temperaturas Ty y T, respectivamente. Los valores

de energia de activacién obtenidos son de 27,4 Kcal/mol para
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FIGURA 26. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzi-
mdtica de la nitrato reductasa de A. nidulans. Las condicio-
nes fueron las mismas que las descritas para el ensayo stan-
dard de actividad con metilviolbgeno, excepto que el tiempo

de reaccidén fué 2 min y que la temperatura se modificd como
se indica. Nitrato reductasa pura, 19 ng.
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el intervalo de 10 a 26,22C y de 12,6 Kcal/mol para la zona
de 26,2 a 36°C. Igualmente, se han calculado los valores de
Q]O para ambos intervalos de temperatura, encontrdndose que

son de 4,98 (10 a 26,2°C) y de 1,97 (26,2 a 362°C).

IIT.E.2.6. Estabilidad de la nitrato reductasa

Se estudié la variacién a lo largo del tiempo de las
actﬁddades MV-nitrato reductasa y Fd-nitrato reductasa de una
preparacién de nitrato reductasa parcialmente purificada (elua
to de DE-52, dializado contra T25) mantenida a 02C. Los resul-
tados obtenidos se muestran en la Figura 27, donde puede obser
varse que las actividades permanecen inalteradas durante dos
dias aproximadamente, para luego ir disminuyendo de forma pro-
gresiva. La actividad MV-nitrato reductasa es mids estable que
la Fd-nitrato reductasa,‘pués mientras esta Gltima cae al 25%
de su valor inicial en 20 dias, la actividad con metilyioldge-

no se mantiene al 55% en el mismo periodo de tiempo.

La relacidén entre actividades con metilvioldgeno y
ferredoxina permanece. invariable, & igual a 22-23 veces ma-
yor en el ensayo con metilvioldgeno, durante 5-6 dias, aumen

tando considerablemente a partir de ese momento.

La actividad MV-nitrato reductasa era afin mds esta-
ble cuando se trataba de enzima altamente‘purificado. Por
ejemplo, una pre?aracién de enzima puro conteniendo 32 pg de
proteina por ml de T25, conservaba el 62% de su actividad al

cabo de un afio de mantenimiento a 2-4°C (Fig. 28).
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FIGURA 27. Varzaczon respecto al tiempo de las actividades en
ziméticas con metilviolégeno y ferredoxina de una preparacidn
parcialmente purificada de nitrato reductasa de A. nidulans.
Una preparacién de nitrato reductasa purificada hasta el ni -
vel de eluato de DEAE-celulosa (apartado III.D.1.3.) y diali-
zada frente a tampén T25, se mantuvo a una temperatura entre
0 y 42C, ensayandose su act1v1dad con metilvioldgeno y con fe
rredoxina (apartados II.B.8.1. y II.B.8.3.) en alicuotas toma
das a los tiempos que se indican. :
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FIGURA 28. Estabilidad de la actividad con metilvioldégeno de

una preparacibn homogénea de nitrato reductasa de A. nidulans. -
La actividad de alicuotas tomadas a los tiempos que se indi -
can de una preparacién homogénea de nitrato reductasa manteni

da entre 0 y 42C, se determin6é en las condiciones del ensayo
standard. '
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IIT.E.2.7 .Aceidn de suero anti-nitrato reductasa de Chlorella

vulgaris sobre la nitrato reductasa de A. nidulans

Para estimar la posible semejanza antigénica existen
te entre la nitrato reductasa de A. nidulans y el enzima de al'
gas verdes, se preincubé durante 15 min a temperatura ambiente
una alicuota de nitrato reductasa de A. nidulans parcialmente
purificada con suero anti-nitrato reductasa de Chlorella yulga
ris, a una concentracién final de 20 mg de suero por ml de tam
pén fosfato potésico,‘pH'7,0,"]00—mM conteniendo C1lNa, 154 mM.
El ensayo se 1levé a cabo como se indica en el apartado
II.B.8.1., sin que se hallaran diferencias en actividad entre
el enzima preincubado con el suero y los correspondientes con-
troles. En las condiciones de preincubacion utilizadas, la ac-
tividad NADH-nitrato reductasa del enzima de C. vulgaris se 1in
hibia totalmente, encontrdndose fuertemente disminuida incluso
cuando se preincubaba con el suero diluido 32 veces (23% del

control).

III.F. PARTICIPACION DE METALES EN LA ACTIVIDAD CATALITICA DE

LA NITRATO REDUCTASA DE Anacystis nidulans

A falta de obtener las cantidades de proteinas nece-
sarias para poder llevar a cabo un estudio completo de los po-
sibles componentes metdlicos del enzima, se han realizado expe
rimentos que aportan evidencias de tipd indirecto acerca de
la participacién de molibdeno e hierro en la actividad de la

nitrato reductasa de A. nzdulans.
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Las evidencias de'un’ﬁaéél bara el molibdeno descan-
san en experimentos de competencia con volframio, andlogo es -
- tructural del molibdeno,-mientras que las de una.posible parti
cipacibn del hierro se basan en los efectos ejercidoé sobre el

enzima por reactivos especificos de este metal.

ITI.F.1. Efecto de la presencia de volframato en el medio de

cultivo sobre el nivel celular de actividad nitrato

reductasa de 4. nidulans

Las células de A. nidulans presentan un crecimiento
normal en medio con nitrato como fuente de nitrdgeno y sin mo-
libdeno afiadido. Los niveles celulares de actividad nitrato re
ductasa son altos, incluso cuando las células utilizadas como
in6culos provienen de una linea cultivada en medios con amonio
como fuente de nitrdgeno y sin adiciones de molibdeno (Figs.

29-31).

Cuando a un cultivo que’creée en nitrato en estas
condiciones de ausencia de molibdeno afiadido se le afiade vol-
framio (andlogo estructural -del molibdeno) en la forma de
WO,Na,, se detectan niveles muy bajos de actividad celular ni
trato reductasa. La Figura 29 muestra el resultado de un expe
rimento en el que se afiadieron distintas cantidades de WO,Na,
a cultivos creciendos en medios con nitrato y*sih molibdeno
afiadido. Puede observarse que la presencia de volframio en el
medio,a concentraciones tan bajas como 1 uM, se traduce en ba
jos nivele de actividad nitrato reductasa, siendo la activi -

dad enzimitica prdcticamente indetectable cuando la concentra
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FIGURA 29. Efecto de la concentracién de volframato a#iadido

al medio en el nivel celular de actividad determinado in vi-
tro de nitrato reductasa en A. nidulans. Cé&lulas procedentes
de una linea en amonio y sin molibdato afiadido se transfirie
ron a medios con nitrato carentes de molibdato y suplementa-
dos con volframato s6dico.-a las concentraciones que se indi-
can. Tras 48 h de cultivo, se prepararon extractos celulares
por tratamiento con ultrasonidos y centrifugacidén. La activi
dad nitrato reductasa se determiné en las condiciones del en
Zayo standard en alicuotas de los correspondientes sobrena -

antes. .
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FIGURA 30. Efecto de la concentracidén de yolframato afiadido
al medio en el niyel celular de actividad nitrato reductasa
de A. nidulans determinado in situ..Las condiciones fueron
las mismas que las de Fig. 29, excepto que la determinacidn
de actividad nitrato reductasa se efectub en las cond1c1o -
nes del ensayo Zn situ (apartado IT.B.8.2.)
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FIGURA 31. Reversidn por molibdato del efecto del volframato
sobre el nivel celular de actividad nitrato reductasa en A.
nidulans. Las condiciones fueron las mismas que las de Fig.
29, excepto que al tiempo indicado por la flecha se afiadig, a
los medios que contenian volframato, molibdato sddico a una
concentracién final de 10 uM.
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cién de WO,Na., en el medio de cultivo alcanza valores de 100

4772
uM.

El efecto observado es similar tanto cuando la deter
minacién de la actividad nitrato reductasa se lleva a cabo en
el extracto enzimdtico solubilizado de las membranas mediante
tratamiento con ultrasonidos (Fig. 29), como cuando ésta se en
saya in situ(Fig. 30). En este tltimo caso, puede observarse,
ademds, que cantidades atlin menores de WO4Na2 (0,4 uyM) son sufi
cientes para afectar en forma considerable los niveles de acti

vidad nitrato reductasa.

Cuando a un cultivo que presenta niveles bajos de en
zima, como consecuencia de la presencia de volframato en el me
dio de cultivo, se le afiade una fuente de molibdeno (M004Na2),
se observa un reversidn casi total del efecto del volframato.
En la Figura 31 se presentan los niveles celulares de activi-
dad nitrato reductasa a lo largo del tiempo, apreciindose que
el efecto del volframato es dridsticoy estable. Sin embargo,
si en un momento dado se afiade molibdeno a estos cultivos con
volframato, la actividad enzimdtica se recupera hasta niveles
similares al control, en un plazo de 25 a 30 h. Esta recupera
ci6én tiene lugar incluso sin haber eliminado el volframato
que se encontraba presente en los cultivos a concentracidn

hasta 10 veces superior al molibdato afiadido.
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IIT.F.2. Efecto de reactivos de hierro sobre la nitrato reduc-

tasa de A. nidulans

I11.F.2.1. Efecto de dipiridilo, ferroszina y o-fenantrolina so

bre la nitrato reductasa

A fin de dilucidar la posible participacidén de hierro
en la transferencia de electrones desde el reductor al nitrato
mediada por 1a‘nitrato reductasa de A. nidulans,. se preincubd
el enzima durante 10 min a 02C, con tres reactivos conocidos
por su afinidad por el hierro, a saber a,a'-dipiridilo, ferro-
zina y ortofenantrolina (Stookey, 1970). Los resultados obte-
nidos indicaban una total ausencia de efecto de estos compues-
tos a la concentracidn empleada,']>mM, incluso tras periodos
de incubacién de hasfa‘js h. En contraste con la falta de efec
to observada en preincubaciones, estos reactivos de hierro
afectan a la actividad nitrato reductasa cuando se encuentran
presentesen el ensayo. La Tabla XVII muestra los resultados ob
tenidos en un experimento de este tipo. Puede observarse que
todos los reactivos presentan una accién inhibitoria sobre la
actividad, si bien en distinta extensién. Tanto el o,a'-dipiri
dilo como la ortofenantrolina parecen afectar sélo parcialmen
te a la nitrato reductasa (30-40% de inhibicién), siendo 1la
magnitud de su efecto similar a concentraciones 0,5 y 5 mM. El
efecto de la ferrozina se considera con mis detalle a continua .

cioén.
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TABLA XVII

EFECTO DE -REACTIVOS DE HIERRO SOBRE LA NITRATO REDUCTASA

DE A. nidulans

) Concentracidn Actividad
Reactivo (mM) (%)
ninguno - 100
a,a'-dipiridilo 0,5 72,7

5 69,9
ferrozina 5 2,2
ortofenantrolina 0,5 69,4
5 57,7

El ensayo se 1llevdé a cabo como se indica en el apar-
tado II.B.8.1. pero afiadiendo la concentracién de inhibidor
indicada. E1 100% de actividad corresponde a 7,18 mU. Enzi -
ma, 8 ng.
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III.F.2.2. Efecto sobre la nitrato reductasa de la preincuba-

eibn con ferrozina en condiciones reductoras

Una de las diferencias existentes entre las condicio
nes de preincubacién y ensayo es el estado de reduccidn de la mez
cla de reaccién. Las condiciones del ensayo, fuertemente reduc
toras, pueden mantener el hierro en estado ferroso, descrito
como la especie idnica con la que se acomplejan los reactivos

de hierro empleados (Stookey, 1970).

La Tabla XVIIf presenta los resultados obtenidos al
preincubar una preparacidén de nitrato reductasa con ferrozina
(elegida por ser el inhibidor de efecto mis contundente) en
condiciones reductoras. La ferrozina a la concentracién emplea
da(2 mM)causa una inhibicién del 25% aproximadamente, que se
duplica cuando la preincubacién se realiza en condiciones re-

ductoras.

IIT.F.2.3. Efecto de la concentracidén de ferrozina sobre la ac

tividad nitrato reductasa

En la Figura 32 se representan los valores obtenidos
al ensayar el enzima en presencia de concentraciones crecien -
tes de ferrozina. Puede observarse que la inhibicidn causada,
que a una concentracién 0,75 mM del reactivo es s6lo del 12%,
pasa a ser del 84% a 1,5 mM, y del 98% a 2 mM. El hecho de
que pequefios incrementos de la concentracién de inhibidor pro
voquen grandes pérdidas de actividad, sugiere la participa -

cipacibén simultdnea de varias moléculas del mismo sobre la mo-



TABLA XVIII

EFECTO SOBRE LA NITRATO REDUCTASA DE 4. nidulans DE LA
PREINCUBACION CON FERROZINA EN CONDICIONES REDUCTORAS

Actividad
Preincubacién (%)
[
| ¢

sin ferrozina . 100
sin ditionito

con ferrozina 74 ,4

sin ferrozina 91
con ditionito

con ferrozina . 43,9

La preincubacién se 1llevé a cabo a 30°C durante 5
min, en una mezcla de reacci6én que contenia en un volumen
final de 0,5 ml: tampén CO%/CO.,H-, pH 10,5, 50 pmoles; me
tilvioldégeno, 2 ymoles; y éuanéo se indica: ferrozina, 1
umol; 520=’ 0,49 ymoles con 30 pmoles de CO HNa. Enzima,
0,1 pg."Terminada la preincubacidén se ensayéba 0,7 ml del
preincubado en las condiciones del ensayo standard de ac-
tividad MV-nitrato reductasa (II.B.8.1.). E1 100% de acti
vidad corresponde a 17 mU.
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preparacidén homogénea de nitrato re-
ausencia o presencia de ferrozina a
se indican en el apartado II.B.8.1.
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lécula de enzima. En este sentido, se ha comprobado que existe
una relacién lineal entre la inhibicién causada y el cubo de
la concentracién de inhibidor (recuadro interior de la Fig.

32) .

IIT.G. EFECTO DE FERRICIANURO, SULFO-DSPD Y NADP' SOBRE LA AC-

TIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTASA DE Anacystis nidulans

I111.G.1. Efecto del ferricianuro sobre la nitrato reductasa de

A. nidulans

Al investigar la causa de la inactivacién del enzima
observada durante el ensayo de actividad MV-nitrato reductasa
(Manzano, 1977), se pensdé en unaposible inactivacién por reduc
cidén de la nitrato reductasa de 4. nidulans , similar a las
descritas para otras nitrato reductasas (Losada y Guerrero,

- 1979) provocada, en este caso, por el ditionito presente en el
ensayo. Cuando esta presunta inactivacién por reduccibén se in-
tentd revertir por medio de ferricianuro potésico, efectivo
reactivador en los casos anteriormente citados, se observé que
el ferricianuro no s6lo no revertia la inactivacidén, sino que
de por si tenia un claro efecto inactivante sobre la nitrato

reductasa de A. nidulans.

En la Tabla XIX se presenta el efecto causado por el
ferricianuro sobre la nitrato reductasa, tanto en preincuba -
cién como en ensayo. Presumiblemente, la falta de efecto en el
ensayo es debida a la reduccién del ferricianuro a ferrocianu-
ro que debe ocurrir a expensas del ditionito presente en la

mezcla de reaccidn.
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TABLA XIX

EFECTO DEL FERRICIANURO SOBRE LA NITRATO REDUCTASA DE A. nidulans

Actividad relativa

Tratamiento 0

(%)
Control . ‘ 100
1 mM ferricianuro en ensayo 101,6
1 mM ferricianuro en preincubacidén y ensayo 52,1

El ensayo se realizé como se indica en el apartado
II.B.8.1. La preincubacién se llevé a cabo durante 5 min a 30°2C.
El1 100% de actividad corresponde a 12,1 mU. Enzima purificado,
14 ng.
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I11.G.1.1. Cinética de la inactivacidén por ferricianuro de la

nmitrato reductasa

El efecto observado de inactivaci6én del enzima al
preincubar con ferricianuro es una funcién del tiempo, como
puede observarse en la Figura 33. La caida de la actividad es
de tipo exponencial, con una vida media de aproximadamente 5
min. La midxima inactivacidén observada es del orden del 96%,
sin que se alcance una inactivaci6én total ni siquiera tras va
rias horas de preincubacién. En el recuadro interior de la Fi
gura 33 se representa el logaritmo del porcentaje de activi -
dad remanente respecto al total susceptible a inactivacién,
en funcidén del tiempo, observdndose mis claramente el cardc -

ter exponencial de la inactivacién.

I111.G.1.2. Irreversibilidad aparente de la inactivacidén por fe

rriceianuro

Se han descrito efectos inactivantes del ferricianu-
ro causados por oxidacidén de grupos sulfhidrilos (Webb, 1966),
o removiendo el molibdeno de molibdoproteinas(Kessler y Raja-
gopalan, 1974). Se intentdé revertir ia inactivacién de la ni-
trato reductasa preincubando un enzima inactivado al 90% (por
tratamiento con ferricianuro 1 mM durante 35 min) con ditioe-
ritritol (DTE), reactivo protector de grupos sulfhidrilos, y
con molibdato s6dico, tras haber elimingdd previamente el ex-

ceso de ferricianuro por filtracidén en Sephadex G-25.

La eliminacién del ferricianuro no tenia efecto al-

guno sobre la actividad del enzima, ni incluso tras . quince
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FIGURA 33. Cinética de la inactiydcidn por ferricianuro de la
nttrato reductasa de A. nidulans. Una alicuota de una prepara
cién homogénea de nitrato reductasa se preincubd a 30°C con
ferricianuro potdsico 1 mM. A los tiempos indicados se toma -
ron alicuotas y se sometieron al ensayo standard de actividad.
El 100% de actividad corresponde a 15 mU.
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dias de posible disociacién del ferriciamuro. La preincubacién
con DTE 4,5 mM durante 30 min no broVocaBa la reactivacidn del
enzima, la cual tampoco tenfa lugar tras preincubarle durante
5 min con molibdato 6,7 mM. En este filtimo caso se registrd
el hecho curioso de que el molibdato s6lo, en las condiciones
del ensayo standard de actividad MV-nitrato reductasa, reducia

quimicamente nitrato a una velocidad apreciable.

" IITI.G.1.3. Proteccién por ferrocianuro de la inactivactidén de

la nitrato reductasa causada por el ferricianuro

Cuando el enzima se preincubaba con ferricianuro 1
mM en presencia de 1 mM de ferrocianuro, se observaba una sen-
sible proteccién, tal como se indica en la Tabla XX. Como pue-
de verse, la inactivacién causada por el ferricianuro que era
de 70%, pasaba a ser s6lo del 15% en ﬁresencia de ferrocianuro.
Igualmente, se aprecia un ﬁequeﬁo estimulo (10%) del ferrocia-

nuro sobhre la actividad nitrato reductasa.

Para ver si el efecto brotector del ferrocianuro era
debido a razones cinéticas de competencia con el ferricianuro
0 a alterar el potencial del sistema; haciéndolo mis negatiVo,
se realizé el experimento reflejado en la Tabla XXI. En ella
se observa que el efecto protector del ferrocianurose di a con
centraciones tan bajas como 0,1 mM, y perménece inalterado aun
que se incremente su concentraciénfjﬂo.ﬁeéés (10 mM) . Este he-
cho parece indicar que la proteccidén por ferrocianuro es debi¥
da a hacer menos positivo el potencial de la mezcla de preincu

bacidén, lo que ya se conseguiria a concentraciones muy bajas
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TABLA XX

EFECTO PROTECTOR DEL FERROCIANURO EN LA INACTIVACION POR
FERRICIANURO DE LA NITRATO REDUCTASA DE A. nidulans

Actividad relativa

Preincubacidn (%)

Enzima solo 100
con ferricianuro 1 mM 29,2
con ferrocianuro 1 mM 112,8
con ferricianuro 1 mM y ferrocianuro 1 mM 84,4

El ensayo se realizé como se indica en el apartado
I1.B.8.1. tras preincubar el enzima en presencia de los
compuestos indicados durante 10 min a 302C. E1 100% de ac-
tividad corresponde a 14 mU. Enzima purificado, 14 ng.
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TABLA XXI

EFECTO DE LA RELACION FERRICIANURO/FERROCIANURO EN LA
INACTIVACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE A. nidulans

Preincubacién Actividad relativa
Ferricianuro Ferrocianuro Relaciodn (%)

(mM) (mM) Ferri./Ferro.

0 0 - 100,0
1 0 +> 29,8
1 0,1 10 80,1
1 1 1 78,4
1 10 0,1 81,0
0 0,1, 1, 10 >0 110,9

: El ensayo se llev6é a cabo como se indica en el aparta
do II B.8.1. Las preincubaciones se llevaron a cabo a 30°C du
rante 10 min. E1 100% de actividad corresponde a 22,1 mU. En-
zima purificado, 26 ng.
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de ferrocianuro, mids que a efectos de competencia con el ferri
cianuro, que se debian ver afectados por cambios de concentra-

cién  tan grandes.

El nitrato, empleado en preincubacién a diferentes
concentraciones, no presenta efecto protector de la nitrato

reductasa ante la inactivacién por ferricianuro.

II1.G.2. Efecto del Sulfo-DSPD sobre la nitrato reductasa de

A. nidulans

La accién que el Sulfo-DSPD ejerce sobre la fotorre-
duccién de nitrato (35% de inhibicién a una concentracidén 4 mM,
apartado III.A.1.) parece deberse, principalmente, al efecto
que como quelante de metales (Izawa, 1977) tiene sobre la ni-

trato reductasa.

En la Tabla XXII se muestra la accién de diferentes
concentraciones de Sulfo-DSPD sobre la actividad MV-nitrato
reductasa de preparaciones de membranas de 4. nidulans, obser
vindose un 50% de inhibicién para una concentracién de Sulfo-

-DSPD de 6 mM.

IIT.G.3. Efecto del NADP' sobre la nitrato reductasa de 4. ni-

dulans

Al estudiar el efecto que ejercian sobre la reduc-
cién fotosintética de nitrato diversos compuestos capaces de
bloquear o interferir con el paso de los electrones desde el

fotosistema I a la ferredoxina y de ésta a la nitrato reduc-
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TABLA XXII

EFECTO DEL SULFO-DSPD SOBRE LA ACTIVIDAD MV-NITRATO REDUCTASA

DE A. nidulans

Actividad relativa

Concentracidén Sulfo-DSPD nitrato reductasa
(mM) (%)
0 o 100
0,76 95,6
2,27 85,2
6,06 | 51,5
12,12 41,9

Las condiciones de ensayo son las descritas en el
apartado II1.B.8.1., excepto que se afiadié Sulfo-DSPD a las
concentraciones indicadas. Enzima particulado conteniendo
28 ug de clorofila. E1 100% de actividad corresponde a 25,7
mU.
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tasa (véase apartado III.A.1.), se observdé una fuerte inhibi-
ci6én por el NADP® de la fotorreduccién de nitrato. Cuando se

ensaybé el efecto que el NADP" tenfa sobre la nitrato reducta-
sa tn vitro, se registraron inhibiciones practicamente simila
res a las causadas en el ensayo fotosintético de reduccidn de

nitrato (Tabla XXIII).

Igualmente se comprobd que la accidn del NADP+ sobre
el enzima tenia lugar durante el ensayo sin que se apreciase
efecto alguno preincubando el enzima con NADP+ a diversas con-
centraciones y por espacios de tiempo de hasta 6 h de duracidn.
La presencia de ditionito sdédico en la preincubacién con NADP'

tampoco afectaba la actividad de la nitrato reductasa.

Como se observa en la Tabla XXIV el efecto inhibidor
del NADP' es especifico de la forma oxidada del nucleétido,
sin que la forma reducida (NADPH) cause inhibiciones notables
a la misma concentracién; Asimismo, se ha encontrado que tam-
bién el NADY afecta a la actividad nitrato reductasa, aunque
en menor grado que el NADP" (40% de inhibici6n a 2 mM de NAD",

frente a 50% para la misma concentracidn de NADP+1.

Para investigar si la inhibici6n dependia.sélo de la
concentracién absoluta de NADP' o, si por el contrario era fun
ci6én de la raz6n de concentraciones de las fdrmas oxidada y re
ducida de NADP, se realizé el ekberimento reflejado en la Ta-
bla XXV. Los resultados indican que la acci6n del NADP+ es in-

dependiente de la presencia de NADPH en la mezcla de reaccifn.
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TABLA XXITI

EFECTO DEL NADP+ SOBRE LA REDUCCION FOTOSINTETICA DE NITRATO
Y LA ACTIVIDAD MV-NITRATO REDUCTASA DE UNA PREPARACION
PARTICULADA DE 4. nidulans

Actividad relativa

Adicibn (%)
Fotoproduccién MV-nitrato
' de nitrito reductasa
Ninguna 100 100
NADP' (2 mM) - 55,3 58

Los ensayos se llevaron a cabo como se indica en los
apartados II.B.8.1. y II.B.8.4. Preparacién particulada, 138
ng de clorofila. E1 100% de actividad corresponde a 5 mU en
el caso del ensayo fotosintético y 49,8 mU en el ensayo con
metilviolégeno.
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TABLA XXIV

ESPECIFICIDAD DE LA FORMA OXIDADA DEL NADP PARA LA INHIBICION

DE LA NITRATO REDUCTASA DE A. nidulans

: Actividad relativa
Adicidn nitrato reductasa

(%)
Ninguna | 100
NADP" 50,6
NADPH 95,2

El ensayo se realizdé en las condiciones descritas
en el apartado I1.B.8.1., excepto que donde se indica se afia-
dié NADP* & NADPH a una concentracién final 2 mM. E1 100% de
actividad corresponde a 14,2 mU. Enzima puro, 16,4 ng.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NADPH EN LA INHIBICION POR NADP'

DE LA NITRATO REDUCTASA DE A. nidulans

(mM) (mM) (%)
0 0 100
2 0 54,6
2 0,5 58,0
2 1 55,1
2 2 61,1

El ensayo se realiz6 como se ipdica en el apartado
IT.B.8.1., excepto que se afiadieron NADP vy NADPH a las con-
centraciones indicadas. E1 100% de actividad corresponde a

17,7 mU. Enzima puro, 20 ng.
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111.G.3.1.. Tipo de inhibicidén causada por el NADP"

En la Figura 34 se muestran, utilizando la represen-
taci6én de Woolf-Augustinsom-Hofstee, los resultados obtenidos
al ensayar el enzima con distintas concentraciones de nitrato,
tanto en presencia como en ausencia de NADP'. De la relacién
existente entre las pendientes de ambas rectas, 1,04, se dedu
ce que la inhibicién ejercida es del tipo no competitivo, ca-
so en el que cabria esperar una relacién entre pendientes de
1,0. En el cdlculo de la recta de regresién correspondiente
al NADPT no se ha tenido en cuenta el valor de menor velocidad,
aplicando el criterio de Chauvenet de rechazo de valores muy
alejados de la media (Brewer et al., 1974). A partir de los va
lores de velocidad mdxima obtenidos de las intersecciones de
-ambas rectas con el eje de ordenadas,se ha calculado una Ki pa

ra el NADP® igual a 2,04 mM.

Como confirmacién de que la accibn ejercida por el
NADP' sobre la nitrato reductasa de 4. nidulans era la de un
inhibidor no competitivo y no la de un inhibidor irreversible
se 1llevd a cabo el experimento que se presenta en la Figura
35. E1 hecho de que al representar cantidad de enzima frente a
actividad, en presencia y ausencia de NADP+, se obtengan dos
rectas de distinta pendiente Yy que pasan por el origen, indi-
ca que la inhibicidén es reversible y de tipo no éompetitivo.
Si la inhibicién fuese irreversible se obtendrian dos rectas
de jigual pendiente, de las cuales sblo la correspondiente a

ausencia de inhibidor pasaria por el origen (Segel, 1975).
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FIGURA 34. Inhibicién no competitipa por NADP' de la nitrato
reductasa de A. nidulans. Las condiciones fueron las mismas
descritas para el ensayo standard de actividad, excepto que
se varidé la concentracién de nitrato (0,2, 0,4, 1, 2 y 10 mM)
y que, cuando se indica, se incluyé NADP* a concentracién fi-
nal 1,1 mM en la mezcla de reaccidn.
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FIGURA 35. Efecto de la concentracién de enzima sobre la pe-
locidad de la reacctidn catalizada por la nitrajo reductasa
de A. nidulans en ausencia y presenctia de NADP . Las condi -
ciones fueron las del ensayo standard de actividad, excepto
que cuando se indica se incluy6 NADP* 1 mM en la mezcla de
reaccién.
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En la primera parte del trabajo realizado se aportan
evidencias acerca de la participacién de la ferredoxina como
donador fisiol6gico de electrones para la nitrato reductasa
de Anacystis nidulans, que sustentan y completan nuestras
ideas previamente expuestas al respecto (Candau et al., 1976;
Manzano et al., 1976; Manzano, 1977), contrapuestas a las de
otros autores ( Hattori y Myers, 1967; Hattori, 1970). Ademds
de aclarar algunos aspectos relativos a la dependencia por fe
rredoxina de la reduccién fotosintética del nitrato, se han
puesto a punto dos nuevos sistemas para la reduccifén de ferre
doxina, demostrindose que, independientemente del sistema re-
ductor empleado, la ferredoxina reducida es capaz de donar
electrones a la nitrato reductasa de A. nidulans. En este mis
mo contexto, se ha encontrado que la reduccidén de nitrato de-
pendiente de piridin nucleétido reducido como donador de elec
trdnes, que tiene lugar en preparaciones poco purificadas de
nitrato reductasa de cianoBacterias,, es debida a la presen-
cia en ellas de ferredoxina end6gena que, en este caso, desem
pefia el papel de transportador de electrones entre el piridin

nucleétido y la nitrato reductasa.

Se ha actuado a tres niveles distintos para probér
la intervencidén del flujo fotosintético de electrones en la
reducci6én de nitrato en A. nidulans a través de la ferredoxi-
na, proteina sulfoférrica de bajo peso‘molecular (11 KD) que
contiene 2 dtomos de hierro no heminico y un dtomo de azufre
14bil por molécula y presenta un potenciél normal de -0,38 V
a pH 7 (Yamanaka et al., 1969; Smillie y Entsch, 1971). Por

una parte se ha comprobado un efecto inhibidor del metilviold
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geno sobre la fotorreduccién de nitrato, de igual extensién
que el ejércido por este'aceﬁtor de electrones sobhre otros
sistemas cuya dependencia por ferredoxina reducida se encuen
tra bien demostrada, como son los de fotorreduccidén de NADP*
(Forti, 1977) y de nitrito (Losada y Guerrero, 1979). Por
otra parte, se han empleado compuestos que bloquean especi-
ficamente la reduccién de ferredoxina por el fotosistema I,
tales como el Sulfo-DSPD (Izawa, 1977), habiéndose comproba-
do su efecto inhibitério sobre la fotorreduccidén de nitrato.
Por Gltimo,se han ensayado com?uestos tales como el NADP'
que podrian competir con el nitrato por los electrones de

la ferredoxina reducida y que, de hecho, disminuyen aprécia—
blemente la velocidad de fotorreduccidén de nitrato en prepa-

raciones de membranas de A. nidulans.

Aunque los tres sistemas citados interfieren con la
reduccién fotosintética de nitrato, s6lo en el caso del me -
tilviol6égeno los resultados tienen validez para poner de ma-
nifiesto la implicacién de ferredoxina en el proceso, ya que
las inhibiciones causadas por Sulfo-DSPD y NADP™ pueden ex -
plicarse en parte ﬁorvlos efectos negativos que estos compueg
tos ejercen sobre 1la ﬁrobia nitrato reductasa (apartado

II1.G.) como se discutiri posteriormente.

El requerimiento de ferredoxina que manifiesta la re
ducci6n fotosintética de nitrato en preparaciones de Anacys -
tis nidulans con actividad de fotosistema I ya habia sido in-
dicado anteriormente por Manzano et al. (1976), si bien en

ausencia de ferredoxina afiadida se registraba una apreciable
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produccién de nitrito por estas preparaciones iluminadas. Esa
velocidad residual de fotorreducci6én de nitrato fué atribuida
a la presencia en las preparaciones de nitrato reductasa par-
ticulada de una pequefia cantidad de ferredoxina enddgena.
Nuestros resultados confirman esta hip6tesis, ya que al lavar
exhaustivamente las particulas fotosintéticas portadoras de
la actividad nitrato reductasa, extrayendo de ellas la ferre-
doxina asociada, la dependencia por ferredoxina se manifiesta

de forma mas estricta.

La afinidad de la nitrato reductasa por su reductor
fisiolégico, ferredoxina, habia sido estimada utilizando un
sistema auxiliar de reduccién compuesto por NADPH y una prepa
racién parcialmente pﬁrificada de ferredoxina-NADP reductasa
de hojas de espinaca (Manzano, 1977). La posible existencia
de artefactos al emplear este sistema de reduccibén de ferre-
doxina, nos llevd a volver a estudiar este punto empleando
‘un procedimiento mids fisiolSgicé, tal como la iluminacidn,en
presencia de un donador adecuado de electrones,de particulas
fotosintéticas lavadas de A. nidulans, que llevan asociada
la nitrato reductasa y a las que se afiadia ferredoxina alta-
mente purificada del propio organismo. Los valores de Kmbob—
tenidoscon este sistema estdn en ﬁleno acuerdo con los ante-
riormente citados (Manzano, 1977), quedando asi establecido
que la afinidad de la nitrato reductasa por la ferredoxina
es lo suficientemente alta como para poder desempeﬁar el pa-
pel fiSiolégico de transportador de electrones en la reduc-

cién fotosintética de nitrato.



167

En condiciones de deficiencia de hierro en el medio
de cultivo; las cé&lulas de Anacystis sustituyenvparcialmente
la ferredoxina, proteina con un alto contenido en hierro,
por flavodoxina (anteriormente denominada fitoflavina), una
proteina de bajo peso molecular (20 KD} que presenta un po -
tencial redox muy negativo CEé, pH 7, -0,45 V) y que contie-
ne FMN en su molécula, pero no hierro (Smillie y Entsch,
1971), Esta proteina se considera un sustituto de la ferredo
xina en condiciones de deficiencia en hierro, y como tal se
ha demostrado su participacién como transportador de electro
nes en multitud de reacciones que usualmente dependen de fe-
rredoxina (Bothe, 1977}, a las que se ha unido, recientemen-
te, la reduccién fotosintética de nitrato en A. nidulans

(Manzano, 1977).

Se Ha estudiado la afinidad que presenta la nitrato
reductasa por la flavodoxina, encontrando un valor de Km tres
veces mids alto que el correspondiente a la ferredoxina, mien-
tras que la velocidad médxima de fotorreduccidn de nitrato que
se puede consegﬁir con ella es unas cinco veces inferior a la
que se obtiene empleando ferredoxina. Pese a su menor eficien
cia como transportador, se le buede considerar sustituto fi -
sioldgico de la ferredoxina en condiciones adversas de bajo
contenido en hierro del medio, en las que otros muchos proce-
sos metab6licos se encontrarian también limitados dada la am-
plia participacién que el hierro tiene en multitud de enzimas
entre los que en A. nidulans se incluyen la nitrito reductasa
(Manzano, 1977), segundo enzima de la ruta de asimilacién del

nitrato y, aparentemente, la misma nitrato reductasa (aparta-
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do III.F.).

Otro punto por aclarar era el de la posible obligato
riedad de la participacién de la ferredoxina (o su sustituto,
flavodoxina) como un intermediario en el paso de los electrones
desde determinados reductores a la nitrato reductasa de ciano
bacterias. En efecto, se habfa descrito en Anabaena cylindri-
ca la reduccidén de nitrato dependiente de NADH exclusivamente
(Hattori y Myers, 1967),y nosotros mismos habiamos detectado
actividad de reduccién de nitrato en preparaciones de A. nidu

lans empleando NADH o NADPH como donador de electrones.

Sin embargo, cuando esas preparaciones poco purifica
das se sometieron a cromatografia de intercambio idnico en
condiciones en que la ferredoxina quedaba adsorbida a la ma -
triz, desaparecia totalmente la capacidad del extracto para
11évar a cabo la reduccién de nitrato con NAD(P)H, a menos
que se adicionase ferredoxina a la preparacién enzimitica
(apartado III.A.3.). En consecuencia, el proceso que tendria
lugar en esas preparaciones seria una reduccién de ferredoxi-
na presente en los extractos por NAD(P)H, a través de NADP re
ductasa u otro enzima con capacidad de transferir electrones
de;‘NAD[P)H a la ferredoxina, la cual posteriormente reduciria
al nitrato en la reaccidn catalizada por 1a'ferxedoxina-nitr§
to reductasa. Seguimos pueS‘manteniendo nuestra propuesta de
que la ferredoxina es un requerimiento imprescindible para la
reduccidn del nitrato en cianobacterias,y que la nitrato re -
ductasa de estos organismos no puede aceptar electrones de pi
ridin nuclebtidos reducidos, a menos que la ferredoxina inter

venga como transportador.
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En base ai demostrado papel de la ferredoxina como
donador fisiol6gico immediato de electrones, se propone pa-
ra la nitrato reductasa de A. nidulans y, por extensién, pa
ra el enzima de otras cianobacterias y organismos procari6-
ticos que coinciden con éste en lo que a la naturaleza del
reductor fisioldgico se refiére, el nombre sistemdtico de
ferredoxina:nitrato oxidorreductasa, sin que la Comisién In
ternacional para Nomenclatura de Enzimas haya designado to-
dayfia nombre ni ntmero de clasificaci6én para nitrato reduc-

tasas de este tipo.

Una critica que podiakoponerse a la participacidén de
la ferredoxina reducida como reductor directo para la reduc -
ci6én del nitrato en cianobacterias era la de su ineficiencia
para actuar como donador cuando se le reducia quimicamente
con ditionito (Hattori y Myers, 1967; Manzano et al., 1976).
Revisando este problema, hemos encontrado que al reducir la
- ferredoxina con concentraciones bajas de ditionito, &sta se
comporta como un donador de electrones de alta eficacia (me
jor incluso que reducida por otros procedimientos, Tabla V)
en la reduccibén del nitrato. La raz6én de su aparente inefica
cia como transportador de electrones a concentraciones altas
de ditionito viene dada, al parecer, por la gran afinidad
que entre si presentan la nitrato reductasa y la ferredoxina
en estas condiciones, lo que provoca el establecimiento de
un complejo Fdred[nitrato reductasa altamente estable que es
inactivo para la reduccién de nitrato. En apoyo de este he-
cho se ha encontrado que la bérdida de actividad nitrato re-

ductasa con ferredoxina como transportador y ditionito como
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reductor, es proporcional al logaritmo de la concentracidn de
ditionito a partir de un cierto valor (Fig. 5), lo que indica
una relacién lineal entre la pérdida de actividad encontrada

y el potencial redox de la mezcla de reaccidn.

La pérdida de actividad del enzima al aumentar la
concentracién de ditionito, ya habia sido observada anterior-
mente (Manzano, 1977) si bien en este caso el ensayo se reali
zaba con metilviolégeno y en condiciones aerdbicas. Igualmen-
te, cuando a la mezcla de ensayo de la nitrato reductasa, con
metilviolégeno y ditionito, se afiadia ferredoxina, tenia lu -
gar una apreciable pérdida de actividad enzimdtica (Manzano,
1977). El1 mismo tipo de fenémeno ha sido recientemente obser-
vado en otro enzima de cianobacterias dependiente de ferredo-
xina, la nitrogenasa de Anabaena cylindrica (Hallenbeck et al.
1979). Estos autores estudian el efecto de la concentracifn
de ditionito sobre la reduccidén de acetileno, obteniendo unos
resultados muy similares a los rebresentados en la Figura 5.
Igualmente describen una inhibicién del 50% al afiadir ferredo
xina a una preparaciénAde nitrogenasa que reducia acetileno,

en presencia de ditionito.

Es interesante destacar que la inactivaci6én aqui ob-
servada para la nitrato reductasa de 4. nidulans,aparentemen-
te relacionada con potencialeé redox muy negativos, es total-
mente reversible, ya que al establecer.cohdiciones'més oxidan
tes, por ejemplo reoxidando la ferredoxina por eliminacidn
del ditionito, se disocia el complejo entre ferredoxina y ni-
trato reductasa, con recuperacién de la actividad enzimética,

como queda de manifiesto en los experimentos correspondientes
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a la seccibn III.B., que se discuten mis adelante.

A&emés de contribuir a la aclaracién de los hechos
anteriormente citados, el poder utilizar la ferredoxina redu
cida por bajas concentraciones de ditionito como sistema do-
nador de electrones para la nitrato reductasa permite seguir
el curso de la reaccién registrando espectrofotometricamente
la reoxidacién, catalizada por la nitrato reductasa, de fe -
rredoxina por nitrato a 420 nm, zona donde no interfiere nin
guno de 1los componenfes de la mezcla de reaccién, lo que fa-
cilita extraordinariamente los estudios cinéticos del enzima.
Empleando este procedimiento se ha determinado la estequiome
tria de la reaccién, habiéndose obtenido un valor que demues
tra la intervencién de 2 moles de ferredoxina reducida por
mol de nitrito producido (Tabla VI), en concordancia con el
papel reconocido de transportador de un electrdn para la fe-
rredoxina, y con el requerimiento de dos electrones para la

reduccién del nitrato a nitrito.

El que la ferredoxina reducida con ditionito pueda
actuar como sustrato donador de electrones para la nitrato
reductasa de cianobacterias, permite también refutar la prb-
puesta de requerimientb de un segundo cofactor senéible al
ditionito,entre ferredoxina y nitrato reductasa,para posibi-.
litar la transferencia de electrones entre estaé proteinas
(Hattori y Myers, 1967; Hattori,f19701.coﬁo justificacidn a
la observacién de que el sistema ferredoxina-ditionito era
totalmente inefectivo como donador de electrones para la ni-
trato reductasa de A. cylindrica. Ahora podemos afirmar que

la verdadera razdn de la falta de operatividad obseryada era
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la alta concentracifén de ditionito empleada por estos auto-

Tres.

Ademds de la reduccidén quimica de la ferredoxina con
ditionito, hemos puesto a punto un procedimiento fotoquimico
de reduccidn de ferredoxina, empleando flavinas iluminadas,
que permite, asimismo la reduccién de nitrato catalizada por

la nitrato reductasa.

La S5-deazarriboflavina, un derivado sintético de 1la
riboflavina en el que el nitr6geno en posicién 5 ha sido sus
tituido por un carbono (Hemmerich et q7., 1977), ha sido des
crita comoun sistema capaz de generar un potencial eitraordi
nariamente negativo (-0,65 V) al ser iluminada en presencia
de un reductor adecuado, habiéndose embleado para la reduc -
cidén de diversas proteinas entre las que se encuentran ferre
~doxina de tipo bacteriano (Massey y Hemmerich, 1977}, si
bien hasta la fecha no tenemos noticias de su aplicacidn a
la reducci6n de ninguna ferredoxina de algas ni de plantas
superiores. Las flavinas y algunos de sus derivados natura-
les o sintéticos; pueden ser considerados como sistemas re-
dox transductores de energia (Losada, 1979 a,b) en los que
la forma oxidada (F1) es 1la esﬁecie fotorreceptora del par
redox F1H/F1.Al ser éste un bar de botencial redox bastante
reductor (muy negativo), la flavina oxidada (Fl) es dificil-
mente reducible en condiciones normales, pero sin embargo al
absorber la luz se fotoexcita (F1*), credndose un nuevo par
F1H/F1* cuyo potencial es mucho mis positivo y que, por tan-
to, puede aceptar electrones de compuestoé poco reductores.

De esta manera, las flavinas iluminadas pueden bombear elec-
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trones contra gradiente , transfiriéndolos desde sistemas do
nadores con potenciales muy oxidantes hasta aceptores de po-
tenciales muy negativos. La Figura 36 esquematiza el sistema

anteriormente descrito.

En nuestro caso hemos utilizado el sistema Tris/EDTA
como donador y la ferredoxina como aceptor, de los electrones
bombeados por la 5-deazarriboflavina iluminada. La ferredoxi-
na puede reducirse de esta forma hasta niveles andlogos a los
conseguidos empleando ditionito, siendo la reduccidn completa
mente reversible (Fig. 6). Este parece ser el primer caso des
crito de reduccién por flavinas iluminadas de una ferredoxina

del tipo de plantas, como es la ferredoxina de Anacystis.

La ferredoxina reducida de esta forma puede donar
sus electrones a la nitrato reductasa de A. nidulans para la
reducci6én del nitrato, independientemente de que el enzima se
encuentre unido a sistemas de membranas fotosintéticas, o so-
lubilizado y parcialmente purificado. Con estos sistemas se
observa nuevamente que la reaccién depende dé ferredoxina pa-
ra poder realizarse, requerimiento que es absoluto empleando
enzima purificado y no tan estricto para preﬁaraciones de mem
branas,en las que resulta 1l6gica la existencia de pequefas

cantidades de ferredoxina endbégena.

Este requerimiento de ferredoxina explica la aparen-
te falta de operatividad descrita por Zumft et al. (1979) del
sistema riboflavinailﬁmhmdaﬂﬂHA para ia reduccién de nitrato
por la nitrato reductasa de A; nidulans . Este iltimo sistema

es, sin embargo, efectivo con nitrato reductasa de otros orga
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FIGURA 36. Representacidén esquemdtica del flujo de electrones
mediado por la S-deazarriboflavina iluminada desde el EDTA a
la ferredoxina, y de ésta al nitrato por la nitrato reductasa
de A. nidulans. La forma oxidada de la 5-deazarriboflavina en
su estado basal (Fl) se excita al absorber luz visible, acti -
vdndose (F1*). El1 par redox energetizado (HF1l./F1*) presenta
‘un potencial mis positivo que en su estado basal (HF1-/F1),
con el que comparte la misma forma reducida semiquindnica
(HF1-), siendo capaz de aceptar electrones de compuestos de
potencial muy positivo (EDTA). La forma semiquindnica asi ge-
nerada puede reducir a compuestos de potencial muy negativo
como la ferredoxina de A. nidulans. La nitrato reductasa de
A. nidulans cataliza la transferencia de electrones entre la
ferredoxina reducida fotoquimicamente y el nitrato, reducien-
do éste a nitrito.
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nismos, tales como plantas superiores, algas verdes, hongos
y bacterias denitrificantes (Zumft et al. 1979), enzimas
que no dependen de ferredoxina. Tampoco la nitrato reducta-
sa de Azotobacter chroocoecum , bacteria quimiotréfica aerd
bica, requiere ferredoxina para la reduccién del nitrato en
una reaccién fotoquimica andloga, con FMN como sistema re -
dox transductor (Llobel et al., 1979). En cualquier caso,
tanto la riboflavina como el FMN tienen baja eficiencia pa-
ra la reduccién fotoquimica del nitrato en el sistema de fe
rredoxina y nitrato reductasa de A. nidulans, siendo la
efectividad de la 5-deazarriboflavina bastante superior a
este respecto (Tabla XI). La base de este comportamiento
diferencial puede residir en que tanto riboflavina como FMN
fotorreducidos se comportan como donadores de dos electrqnes,
mientras que las deazaflavinas iluminadas actdan como dona-

dofes de un eleétrén (Zumft et adl., 1979).

La cinética de la reaccién de reduccién de nitrato
con el sistema de S5-deazarriboflavina, ferredoxina y nitra-
to reductasa de 4. nidulans es lineal durante 15-20 min, si
.bien a partir de este punto la velocidad de la reaccidn de-
crece hasta hacerse cero a los 30 min aproximadamente (Fig.

8 ). La causa de la detencidén no es imputable al enzima,

ya que se comprobé'que éste seguia ﬁlenamente activo tras 60

min de iluminacién del sistema, estabilidad que es normal en

los distintos sistemas de ensayo que utilizan ferredoxina, a

diferencia de lo que ocurre cuando se emﬁlean transportadores
artificiales como el metilviol6égeno (Manzano, 1977). Por otra

parte, se registr6 un aumento de pH de aproximadamente una
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unidad a lo largo de la reaccién, lo que sugiere una destruc-
cién del tampén Tris originada por oxidacién del mismo por la
flavina iluminada. Tanto el cambio de pH, como la generacién
de inhibidores de la nitrato reductasa a partir de algunos de
los reactivos presentes en la mezcla, son posibles factores
responsables de la detencién de la reaccién. Otra posible
explicacibén es que la velocidad de reduccién de la flavina
fuese mayor que la capacidad de oxidacién de la misma por el
sistema ferredoxina/nitrato reductasa, con lo que se iria
acumulando flavina reducida sin aceptor utilizable, con el
consiguiente efecto de fotodestruccidén de la flavina (aparta

do IIT.A.5.).

En cualquier caso, bien utilizando un sistema dife-
rente del Tris, que no fuese capaz de donar electrones a la
flavina, bien empleando cantidades inferiores de flavina o
menor intensidad luminosa, es previsible la consecucién de unas
condiciones de ensayo que permitan al sistema fotoquimicp ope
rar durante periodos de tiempo~mﬁs prolongadOS. Si tenemos en
cuenta que el segundo enzima de la ruta de reduccidén de nitra
-to, la nitrito reductasa, también es dependiente de ferredoxi
na (Manzano et al., 1976) podemos especular con la idea de un
sistema semisintético compuesto por nitrato reductasa, nitri-
- to reductasa y ferredoxina de algas verdes-azuladas, protei
nas de gran estabilidad, que utilizando flavinas y luz de 1la
zona visible del espectro llevase a cabo la reduccibén de ni-
trato a amonio, un compuesto de gran interés por su utilidad
como fertilizante y como combustible de alto contenido energé

tico (Losada, 1979 a,b; Losada y Guerrero, 7979). Un sistema
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similar para la captacién de energfa luminosa en la produc -
cidn de hidr6geno con hidrogenasa, ha sido desarrollado re -

cientemente empleando flavinas iluminadas (Krashna, 1979).

La identificacién de la ferredoxina reducida como
sustrato fisiolégico de la nitrato reductasa de A. nidulans
y la alta afinidad que el enzima presenta por esta proteina,
nos llevdé a considerar 1la posibilidad de emplear ferredoxina.
unida a una matriz insoluble para purificar por cromatogra -
fia de afinidad la nitrato reductasa de esta cianobacteria.
Se ha explotado con éxito el hecho, discutido anteriormente,
de que a altas concentraciones de ditionito se establezca 1la
formaci6n de un complejo estable entre ferredoxina reducida
y nitrato reductasa ﬁara unir; en condiciones reductoras, el
enzima a la ferredoxina ligada a la matriz, eliminar la ma -
yor parte de las proteinas contaminantes lavando con tampo -
nes de fuer:za i6nica~moderada'y; finalmente, eluir la nitra--
to reductasa por reoxidacidén de la ferredoxina unida al gel
(apartado IIT.B.). Este ﬁrocedimiento de purificaéién, por
si mismo, aporta evidencias de que realmente se forma un com
plejo Fdred/nitrato reductasa en condiciones de alta concen-

tracién de ditionito.

E1l gel de ferredoxina-Sefarosa en eStado reducido tie
ne afinidad no s6lo ﬁor la nitrato reductasa sino también por
otros enzimas dependientes de ferredoxina, lo que se ha aprove
chado para la purificacién de 1a NADP reductasa de A. nidulans.
En este caso, en vez de eluir reoxidando la ferredoxina, lo
que implicaria también l1la elucibén de la nitrato reductasa, se

ha aprovechado la accién del pirofosfato, inhibidor que compi-
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te con la ferredoxina por el sitio activo de la NADP reducta-
sa (Forti,.1971; Izawa, 1977), provocando la elucién selecti-
va de este enzima. De esta forma se ha conseguido una purifi-
cacién de 140 veces en un sblo paso para 1aNADPI€dUCtasavde

A. nidulans.

Intentos preliminares que hemos llevado a cabo para
purificar la nitrito reductasa de A. nidulans con el gel de
Fd—Sefarosabreducido‘COn ditionito no han tenido éxito, ya
que el enzima no se une al gel a pesar de su reconocida afi-
nidad por la ferredoxina como donador de electrones (Manzano
et al., 1976; Manzano, 1977). Este comportamiento andmalo es
explicable teniendo en cuenta que el sulfito, uno de los pro
ductos resultantes de la oxidacidén del ditionito, es un inh;‘
bidor de las nitrito reductasas por el que el enzima presen-
ta alta afinidad (Cdrdenas et al., 1979). Parece posible que
utilizando un reductor distinto al ditionito para establecer
las condiciones de reduccién en que el gel de ferredoxina-Se
farosa tiene mixima efectividad, ﬁueda lograrse con éxito la
purificacién de nitrito reductasas de organismos fotosintéti

Cos.

Otros enzimas dependientes de ferredoxina han sido
purificados empleando geles de ferredoxina-Sefarosa, tales
como nitrito reductasa y glutamato sintasa de plantas supe-
riores (Ida et al., 1976; Wallsgrove y Miflin, 1977), si bien
en estos casos no se modificaba el estado de reduccidén de la
ferredoxina y las eluciones se hacian de forma inespecifica

mediante la aplicacién de fuerza idnica. p
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Pensando en la posibilidad de que existiesen impedi-
mentos del' tipo estérico entre la matriz y la nitrato reducta
sa que dificultasen la unién de ésta a la ferredoxina, se em-
pled un brazo espaciador de seis carbonos de longitud para ha
cer mds accesible la ferredoxina a la nitrato reductasa. En
este caso, dado que se utilizé un resto aminohexil, la protei
na se unia a los grupos aminos mediante sus grupos carboxilos
quedando libres los grupos amino de la ferredoxina, al contra
rio de 1o que ocurria al unirla a la matrizsin emplear cadena
espaciadora . Como consecuencia de la abundancia de grupos
carboxilicos existentes en la ferredoxina (Yamanaka et al.,
1969), se obtenia una mayor cantidad de proteina unida al
gel, pero con el inconveniente de que la matriz quedaba ahora
cargada positivamente comportindose como un intercambiador
aniénico. Este parece ser el efecto aprovechado por Wallsgro-

ve y Miflin (1977).en su Purificacién de glutamato sintasa.

Los resultados obtenidos en 1la ﬁurificacién;de NADP
reductasa y nitrato reductasa de A. nidulans (apartado III.R.)
son buenos ejemplos de como el cambio en el estado redox del
ligando (ferredoxina) modifica su afinidad por un enzima dado.
La introduccidén de condiciones reductoras en la cromatografia
de afinidad en gel de ferredoxina-Sefarosa aumenta las posibi-
lidades de aplicacidén de este material para la purificacién de
enzimas dependientes de ferredoxina que no se unen a este gel
en las condiciones hasta ahora descritas (Idaet al., 1976;
Wallsgrove y Miflin, 1977). Es razonable pensar que modifica-
ciones en el estado redox de otros materiales empleados en

cromatografia de afinidad (tales como FAD-Sefarosa (Pan et al.,
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1975) o flavodoxina-Sefarosa (Mayhew y Strating, 1975) pudie-
ran también mejorar su eficiencia e incrementar el nGmero de
proteinas que pueden unirse a ellos. La alteracib6n selectiva
del estado redox de diferentes ligandos de los actualmente
utilizados en la purificacién de oxidorreductasas de distin -
tos tipos posibilitaria sin duda ventajas notables en muchos

casos.

Anteriormente se ha discutido la posible participa -
cidén de la NADP reduétasa en la transferencia de electrones
desde el NADH a la nitrato reductasa, via ferredoxina. Para
determinar si ese cometido podia ser desempefiado por la NADP‘
reductasa o si, por el contrario, debia asignarse a otro en-
zima con actividad NADH diafordsica, era conveniente purifi-
car la proteina. Por otra parte, se conocian pocos detalles
acerca del enzima de cianobacterias, lo que asimismo justifica

ba el intento de purificacién.

El procedimiento utilizado en la purificacidn de la
ferredoxina NADP reductasa de 4. nidulans aproyvecha la afini
dad del enzima por los geles de ferredoxina/Sefarosa anterior
mente citados, asi como la similitud existente entre la es -
tructura de los piridin nucle6tidos y la del grupo cromdéforo
del azul dextrano (Thompson et al., 1975). De esta manera se
llevé a cabo una doble cromatografia de afinidad con especifi
cidad de seleccidén tanto por el aceptof como por el donador
de electrones del enzima. Dado que la NADP reductasa acompafia
ba a la nitrato reductasa a lo 1érgo de la purificacién de es
ta Gltima proteina, solo hubo que modificar ligeramente el pa

so de cromatografia de afinidad en geles de ferredoxina-Sefa-
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rosa para obtener un enzima bastante purificado. La modifica-
ci6én consistfa en eluir la NADP reductasa inespecificamente
con C1Na 0,15 M en lugar de con pirofosfato, mis especifico
pero que dafiaba a 1a nitrato reductasa atin adsorbida a la co-

lumna, imposibilitando su aprovechamiento posterior.

El efecto inhibidor del pirofosfato sobre la NADP re
ductasa se empled, en este caso para eluir el enzima de 4. nZ
dulans de la columna de azul CL-6B-Sefarosa, obteniéndose una
preparacidén que, tras una cromatogfafia en DEAE-Sephadex, re-

sultaba homogénea.

La aparente presencia de dos formas de NADP reductasa,
ambas activas (apartado III.C.) asemeja este enzima mds a la
NADP reductasa de hojas de espinaca (Forti, 1977), que a la de
cianobacferia Nostoe estirpe MAC purificadé‘recientemente

(Hutber et al., 1978).

La especificidad del enzima de A. nidulans por el
NADPH es alta, si bien manifiesta una cierta actividad de re-
duccién de ferredoxina con NADH que, aunque baja, podria ser
suficiente para justificar la reduccién de nitrato con NADH
como donador de electrones detectada en extractos poco purifi

cados de A. nidulans (apartado III.A.3.).

Al igual que ocurre con otras:NADP reductasas (Boger,
- 1979), este enzima posee una actividad transhidrogenasa espe-
cifica desde NADPH a NAD" (y no de NADH a NADP+), y una acti-
vidad diafordsica desde NAD(P)H a diversos aceptores entre
los que se cuentan DPIP, ferricianuro y oxiIgeno (apartado

III1.C.4.), por lo que se la puede incluir en el grupo de las
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NADP reductasas del tipo plantas superiores. Por otra parte,
el espectro de absorcién del enzima de 4. nidulans es bastan
te coincidente con el del enzima de hojas de espinaca (Shin

et al., 1963).

En la purificacién de la nitrato reductasa descrita
en este trabajo nos hemos encontrado con dos dificultades
principaies. Por una parte, el bajo contenido en nitrato re-
- ductasa, que presentan las células de este organismo y, por
otra, la elevada cantidad de pigmentos existentes en las cé-

lulas de Anacystis. .

Dada la alta velocidad de crecimiento con nitrato
como fuente de nitrégeno de estas cé&lulas era 16gico suponer
la existencia de una cantidad importante del enzima en los
extractos celulares de A. nidulans . Sin embargo, la alta ac
tividad especifica de esta proteina y su pequefio tamafio mole
cular hacen que para la obtencidén de 1 mg de la proteina pu-

ra se requiera partir de unos 400 g de cé&lulas.

Las ficocianinas, pigmentos auxiliares del fotosiste
ma II, son proteinas que se encuentran en enorme cantidad en
esta cianobacteria, llegando a constituir hasta el 50% de la
proteina total de la célula (Fogg et al., 1973). En los ex-
tractos celulares, las ficocianinas se encuentran en miltiples
estados de agregacidn, desde el dimero al dodecdmero. La eli-
minacién de una de las formas mediante un paso de puri -
ficacién - apenas supone bajar un poco su contenido en la
preparacidén, ya que inmediatamente se vuelye a originar a par

tir de las demds formas restableciéndose el equilibrio entre
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ellas. La presencia de dos tipos de ficocianina, c-ficociani-
na y aloficocianina, con distintos pesos moleculares y esta -
dos de agregaciébn, complica aGh mids su eliminacidén, al cubrir
de forma casi continua un intervalo de peso molecular de 30 a
360 KD. Todas estas circunstancias hacen que la eliminaci6n
de estos pigmentos no sea tarea ficil, como se demuestra por
ejemplo envel hecho de que preparaciones altamente purifica -
das (800 veces) de otro enzima de cianobacterias, la nitrito
reductasa de Nostoc muscorum , presenten un espectro de absor

cidén tipico de ficocianina (Méndez, 1979).

El proceso de purificacién empleado consta realmente
de dos pasos principales, el fraccionamiento con etanol y la
cromatografia de afinidad en geles de ferredoxina-Sefarosa,
cuyo efe;to combinado produce una purificacién de mids de
1.600 veces. Las otras tres etapas son fundamentalmente pasos
de apoyo de los anteriores, con una purificacién conjunta de

s6lo 6,3 veces.

La solubilizacidén del enzima, firmemente anclado en
las membranas fotosintéticas (Manzano, 1976), se llevd a ca-
bo aprovechando la accidn caotrépica de un sustrato del enzi
ma, el nitrato, lo que probablemente protegia a la nitrato Te
ductasa de la pérdida de actividad que se observaba al emplear
otros agentes similares (apartado TII.D.1.1.). Ei fracéiona -
miento con etanol eliminaba todos los ffagmentos de membranas
que no sedimentaban a 104.000 x g, conjuntamente con los &dci-
dos nucléicos parcialmente degradados por las nucleasas y una

gran cantidad de c-ficocianina, el pigmento mids abundante,
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con lo que se disminufa de 35 a 40 veces la cantidad de pro-
teina presente en la preparacién y, al mismo tiempo, se faci

litaba la utilizacién de cromatografia en columna.

La cromatografia en geles de ferredoxina-Sefarosa
iba precedida por un paso de’intercémbio iénico cuyo objeti-
vo esencial consistia en eliminar la ferredoxina presente en
los extractos para evitar que compitiese con la unida al gel,
por la nitrato reductasa. El1 paso de afinidad purificaba casi
60 veces, rindiendo una preparacién de nitrato reductasa pura
en sus dos terceras partes, con contaminantes de fdcil elimi-
nacién por filtracién en gel. Los distintos tipos de purifi-
cacién no parecen dafiar apreciablemente al enzima, segln se
desprende de la constancia de la relaci6n entre la actividad
determinada con metilviolégeno, donaddr artificial de bajo pe
so molecular, y la obtenida con ferredoxina como donador, en
las que 1las interacciones con el enzima, proteina-proteina en
este caso, han de ser mucho mids delicadas, como se pone de ma
nifiesto en su menor vida media (Tabla XV y Fig.27). La compa
racién de actividades se realiz6é tras aquellos pasos que Te -
presentaban un peligro potencial para la integridad del enzi-
ma, como la solubilizacién con alta concentracién de nitfato,
el tratamiento con etanol, o la exposicidén prolongada a ditio
nito de la cromatografia de afinidad, no llevéhdbse a cabo en

aquellos otros de probada inocuidad.

En general,la recuperacidn de cada paso independien-
temente ha sido del orden del 75-80%, lo que ha permitido al

canzar, tras un proceso de cinco etapas, una purificacidn de
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unas 10.000 veces con un rendimiento superior al 25%.

La preparacién de nitrato reductasa de A.nidulans oﬁ
tenida de esta forma era homogénea, segln criterios electrofo
réticos y de constancia de actividad especifica (apartado
I11.D.2.), y el enzima no parece estar muy alterado con res -
pecto a su conformacibn <n vivo, ya que la afinidad que mues-
tra por el nitrato es la misma, tanto en células permeabiliza
das ensayo iun situ,como, en preparaciones homogéneas del enzima

(Figs.24 y 25).

La molécula es de pequefio tamafio en comparacién con
las de otras nitrato reductasas, con un radio de Stokes de s§
lo 32 R y un coeficiente de sedimentacién de 5,42 S. E1 coefi
ciente de friccibén calculado (f/fo) es igual a 1,15, lo que

sugiere una forma ligeramente alargada.

vEl peso molecular del enzima ha sido estimado como
75 KD empleando los valores .de radio de Stokes y coeficiente
de sedimentaciﬁn previamente calculados, asi como por electro
foresis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, donde
se encontraba una Gnica banda de proteina, cuya movilidad re-
lativa a los patrones correspondia a un peso molecular dé 75
KD. Dado que el peso molecular estimado para la proteina nati
va es igual al encontrado en condiciones desnaturalizantes,
es forzoso concluir que la nitrato reductasa de 4. nidulans

esta formada por una finica cadena‘polipeptidica.

El punto de discontinuidad que se observa en la repre
sentacién de Arrhenius (Fig. 26) indica la existencia de un

cambio brusco de conformacidén del enzima al alcanzar los 26,2°C.
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El efecto puede ser debido a la presencia en la molécula de
nitrato reductasa de una porcién lipidica que sufriese un
cambio de fase a esa temperatura, como ocurre con otras ﬁro—
teinas (Ceuterick et al., 1977). Es interesante sefialar que
la nitrato reductasa de 4. nidulans es una molécula relativa
mente cargada, como se demuestra en la interaccidén que sufre
con la DEAE-celulosa, y que estd firmemente unida a membra -
nas fotosintéticas (Manzano et al., 1976). No seria pues ex-
trafio que esta proteina hidrofilica se anclase a la membrana
hidr6foba mediante una porcién lipfidica. En 4nacystis nidu-
lans se ha observado una discontinuidad a 24?C en la repre -
sentacién de Arrhenius del desprendimiento fotosintético de
oxigeno, originado por un cambio en los lipidos de la membra
na, del estado de cristal liquido al de separacidén de fases
(Murata et al.,, 1975; Murata y Fork, 1978). Los valores de
enérgiés de activacibén encontradas tanto en este caso, 34 y
19 Kcal/mol, como en el de la nitrato reductasa, 27,4 y 12,6
Kcal/mol, disminuyen marcadamente al superarse la temperatu-

ra de transicién.

Se ha intentado estudiar el efecto de los detergen-
tes sobre 1la temperatura de transicidén de’' la nitrato reduétg
sa utilizando los procedimientos empleados por Ceuterick et
~al. (1977) con la nitrogenasa de Azotobacter chroococcum,pe-
ro las concentraciones de detergentes necesarios para provo-
car el cambio de fase del posible lipido provocaban la pérdi

da de la actividad nitrato reductasa.

La presencia de una porcién lipidica en la proteina

explicaria también el comportamiento andémalo observado en fil
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traci6én en gel de AcA 44, donde la molécula se conduce como
si tuviese 'un peso molecular inferior al calculado en fun -
ci6én del radio de Stokes y el coeficiente de sedimentacién
(68,4 KD en lugar de 75 KD), justamente lo contrario de lo
que cabria esperar de una molécula asimétrica. Una explica-
cidén posible de ese efecto seria la existencia de interac -
ciones hidrofébicas entre el 1lipido de la proteina y la acri
lamida del gel, originando un retraso en la elucidén del enzi
ma que conduce a una evaluacidén por defecto del peso molecu-

lar.

Las dificultades anteriormente aludidas para conse-
guir las cantidades importantes de proteina que requeriria
un estudio directo por andlisis cualitativo y cuantitativo
de los grupos prostéticos del enzima, han originado la limi-
taciéh del abordaje de este punto en base a procedimientos

indirectos.

Como ya se ha comentado en el apartado ITI.E.2.1.,
el espectro de absorcidén diferencial, oxidado menos reducido,
de la nitrato reductasa de A. nidulans , indicaba la ausencia
de grupos flavinicos o heminicos en el enzima, grupos que se-
rian muy evidentes en las condiciones de concentracién de enzima
y sensibilidad de deteccidén empleados, por 1o que puede con -
cluirse la ausencia de estos grupos prostéticos de la nitrato

reductasa de A. nidulans .

La participacién del molibdeno en la actividad cata-
1itica del enzima ha sido puesta de manifiestomediante experi

mentos de competencia de molibdeno con su andlogo estructural
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volframio realizados tanto extrayendo el enzima de la cé€lula
como llevando a cabo la medida de actividad in s<tu. Para
otras nitrato reductasas se ha demostrado que el volframio
ocupa el lugar del molibdeno en la molécula,originindose una
proteina sin actividad catalitica (Losada y Guerrero, 1979).
La nitrato réductasa de A.nidulans posee una afinidad mucho
mds alta por el molibdeno que por el volframio, ya que al ana
dir molibdato a células que tienen nitrato reductasano funcio-
nal por accidén de este elemento, se recupera la actividad de
forma prdcticamente total afin en presencia de concentraciones
de volframio diez veces superiores a la de molibdato afiadido

(Fig. 31).

La accién de diversos reactivos de hierro sobre la
nitrato reductasa sugiere la participacién de este metal en
el enzima. Dado que estos compuéstos no son absolutamente es-
pecificosde hierro podria pensarse que pudiesen afectar al
molibdeno del enzima, si bien algunos de estos reactivos han.
sido ensayados, a concentraciones superiores a las empleadas
por nosotros, sobre nitrato reductasas de eucariotas que tam-
bién poseen molibdeno en su molécula, sin que se afecte su ac
tividad con metilviolégeno (Garretty Nason, 1969; Pan y Nason,
. 1978) . Por otra parte, la mayor efectividad de la preincuba-
cién con ferrozina en condiciones reductoras apoya la existen
cia de hierro, ya que es el hierro II la especie idnica con
la que se acompléja este compuesto (Stookey, 1970; Kundra et
al., 1974) . E1 cobre I también puede formar un quelato biden-
tado con la ferrozina, uniéndose dos moléculas de inhibidor

por dtomo de cobre en lugar de tres por dtomo cCOmMoO ocurre en
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el caso del hierro (Kundra et al., 1979). Sin embargo, la re-
lacién lineal existente entre inhibicidén y el cubo de la con-
centracién de ferrozina (Fig. 32), sugiere la participacibn
conjunta de tres moléculas de inhibidor, y consecuentemente
apoya la presencia de hierro no heminico en la molécula de ni

trato reductasa de A. nidulans.

La accién que el sulfo-DSPD ejerce en la fotorreduc-
cién de nitrato se ha comprobado QUe tiene lugar sobre la ni-
trato reductasa, probablemente debido a la capacidad quelan -
te de metales de este compuesto (Izawa, 1977), al igual que
ocurria con la nitrato reductasa de Chlorella pyrenoidosa

(Trebst y Burba, 1967).

La accién de ferricianuro sobre el enzima puede in-
terpretarse como uha evidencia de la participacidén de molib-
deno en la nitrato reductasa,ya que estd descrita la accidn
de este compuesto como agente causante de pérdida de molib-
deno en el enzima sulfito oxidasa. (Kessler y Rajagopalan,
1974), otra molibdoproteina, sobre la que causa una inacti-
vacidén muy similar a la producida sobre la nitrato reductasa
de A. nidulans . Sin embargo, el efecto protector del ferro-
cianuro a bajas concentraciones (Tabla XXI) sugiere la posi-
bilidad de que una oxidacién de grupos de 1a'proteina sea la
consecuencia de la preincubacién del enzima con ferricianuro.
La nitrato reductasa de 4. nidulans es muy sensible a reacti-
vos de grupos sulfhidrilos tales como el p-hidraximercuriben-
zoato (Manzano et al ., 1976), por lo que se puede suponer
que la integridad de estos grupos resulta imprescindible pa-

ra la actividad catalitica del enzima. La accidn del ferricia
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nuro como oxidante de grupos sulfhidrilos ha sido descrita en
otros enzimas (Webb , 1966), por lo que es posible que sea és
ta, al menos en parte, la razdn deksu efecto sobre la nitrato
reductasa, si bien no se ha logrado reversién de la inactiva-
cién empleando reactivos que como el DTE reducen grupos sul -

fhidrilos.

La Tabla XXVI compara}resumidamente algunas propieda
des de la nitrato reductasa de A. nidulans con los enzimas de
otros organismos. En general, los enzimas de organismos euca-
ri6ticos son de mayor tamafio, contienen FAD y hemo b en su mo
lécula y utilizan los piridin nucleétidos reducidos como dona
dores directos de electrones, encontrdndose en estado soluble
(Losada y Guerrero, 1979). Por el contrario, tanto el enzima
de 4.nZdulans como el de R. capsulata, Gnicos purificados
hasta homogeneidad de procariotas fotosintéticos (cianobacte-
rias y bacterias fotosintéticas respectivamente), estan uni-
dos a membranas fotosintéticas, no contienen FAD y no acep-
tan electrones de los piridin nucledtidos, sin que hasta el
momento esté indentificado el donador fisiol6gico de electro
nes para el enzima de R. capsulata. E1 molibdeno parece ser
comin en todas las nitrato reductasas estudiadas. Como se.
puede observar, las actividades especificas varian grandemen-
te de un enzima a otro. El1 nGmero de recambio pafa el enzima
de 4. nidulans , 69.000 min |, es similar al de la nitrato Te

ductasa de algas eucaribticas.

Ciertamente existen diferencias antigénicas notables

entre el enzima de Anacystis y el de organismos eucaridticos,



TABLA XXVI

COMPARACION DE LA NITRATO REDUCTASA DE Anacystis nidulans CON OTRAS PURIFICADAS A HOMOGENEIDAD

Grupos prostéticos

Actividad especifica

5 Donador 'de Localizaci6én Peso molecular Subunidades .
Organismos electrones  celulap (KD) T - ™ MV n1tzg;$g§eductasa
Chlorella vulgaris® NADH soluble 356 3 x 95 KD 2 2 hemo b 2 190
{alga verde)

Neuroépora crassab’c NAD(P)H soluble 228 115 +130 KD 2 2 hemo b 1 S
(hongo) ’ '
Rhodapseudomonasd
capsulata (Fd? cromat6foros 185 2 x 8 KD - 1-2 hemo ¢ 1 1
(bacteria fotosinté-

tica)
Anaeystis nidulans® Fd tilacoides 75 1x 75 KD - ({Fe-S}? + 867

(cianobacteria)

%solomonson et al. (1975);bGarrett y Nason (1969); “Pan y Nason C1978);

«dAlef Y Klemme (1979);

°Este trabajo.
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ya que una preparacién de suero antinitrato reductasa de Chlo-
reZZa‘vngqris, que inhibfia fuertemente la actividad de este
enzima, asi -como del de las nitrato reductasas de espinacas,
Ankistrodesmus braunii y Rhodotorula glutinis (datos no inclui
dos en Resultados), no tenia efecto alguno sobre la nitrato

reductasa de 4. nidulans.

El efecto inhibidor del NADP® sobre la nitrato reduc
tasa de A. nidulans (apartado III.G.3) podria temer implica -
ciones de tipo'regulatorio, limitando la reduccién de nitrato
en condiciones de alta concentracién de NADP® en las que el
escaso poder reductor presente en las células deba ser emplea
do preferentemente para otros fines. El nivel de NADP® en cé-
lulas de Anacystis creciendo a la luz es del orden de 0,1 mM,
haciéndose unas 4 veces superior en la oscuridad (Peschek,

1979) .

El valor de Ki calculado para el NADP+, 2 mM, parece
demasiado alto para que este compuesto, a concentraciones en-
tre 0,1 y 0,4 mM, pudiera ejercer algln control efectivo sobre
la reduccidén del nitrato. No pueden excluirse, sin embargo,
las posibilidades de que la afinidad del NADP” por la nitrato
reductasa <n vivo fuese superior, o de que exista un efec-
to potenciador de lainhibicidn por NADP+, ain no conocido, o
de queAse produzcan acumulaciones locales de NADP' en los
puntos concretos de reduccién de nitrato que elevasen su‘con-
centracidén desde 0,4 mM, promedio‘de la célula,hasta niveles

superiores.
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La nitrato reductasa de la cianobacteria Anacystis nidu -
lans utiliza como donador fisiolégico de electrones la

forma reducida de la ferredoxina.

La reduccién Zn vitro de esta proteina, quimicamen-
te con ditionito o fotoquimieamente mediante flavinas ilu
minadas es éfectiva para su acoplamiento con la reaccidn
de reduccibén de nitrato catalizada por esta ferredoxina-

-nitrato oxidorreductasa.

La flavodoxina, una flavoproteina de potencial re -
dox similar a la ferredoxina, puede sustituir a ésta en
su funcién de transportador de electrones para la reduc -

cién de nitrato en Anacystis nidulans.

La fotorreduccién de nitrato a nitrito con nitrato reduc-
tasa y ferredoxina de Anacystis nidulans empleando 5-dea-
zarriboflavina como transductor de energia constituye un

ejemplo de conversisn de energia luminosa en energia qui-
mica, en un sistema semisintético con compuestos quimicos
y hiolégicos. Estos resultados sientan las bases para po-
sibles aplicaciones de sistemas de este tipo a la fotopro
duccién de amoniaco y otros compuestos de interés energé-

tico.

El empleo adecuado de geles de ferredoxina-Sefarosa consti
tuye un paso clave para la purificacibén, con gran rapidez
y efectividad, de enzimas dependientes de ferredoxina, se-

gin se ha demostrado aqui en la purificacidn de NADP reduc
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tasa y nitrato reductasa de Anacystis nidulans.

El aprovechamiento de la diferente afinidad de las
proteinas por las formas oxidada y reducida del ligando,
representa una ampliacidn de las posibilidades de la cro-
matografia de afinidad para la purificacidén de oxidorre-

ductasas.

La ferredoxina-nitrato reductasa de Anacystis nidulans €s
una proteina compuesta de una sola cadena polipeptidica

de peso molecular 75.000 D, que no contiene grupos prosté
ticos heminicos o flavinicos, diferencidndose notablemen-

te del correspondiente enzima de otros organismos.

Los efectos negativos que sobre la actividad enzimdtica

. presenta el volframio, in vivo, e inhibidores especificos,

in vitro, indica la participacidén, en la actividad catall
tica de la ferredoxina-nitrato reductasa de Anacystis ni-

dulans, de molibdeno e hierro no heminico.
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