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WHAT'S FERREDOXIN?
A PROTEIN., AN ELECTRON CARRIER WITH A
VERY LOW REDOX POTENTIAL,

de la novela "The Couples", J. Up=
dike (A.Knopf Ed., New York, 1966).
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Las ferredoxinas constituyen una parcela del mas com-
plejo campo de las sulfoferroproteinas, transcripcion castellana
del ya cldsico concepto anglosajén de "iron-sulfur-proteins". Es
te se aplica restrictivamente a aquéllas ferroproteiras en las -
que el azufre se encuentra directamente unido al hierro, sin que
éste aparezca ligado a ningln otro tipo de atomo. Esto excluye al
complejo grupo de las porfirinas, de desarrollo muy anterior ya
que mientras la evolucion del campo de los hemo y hemoproteinas
puede contabilizarse en términos casi de centurias, el de las -
"sulfoferroproteinas" data apenas de las dos (ltimas décadas y, -

desde luego, cae dentro de una sola generacion de investigadores.

El progresivo hallazgo de que este tipo de compuestos
tiene una distribucidén general en los seres vivos, en los que -
juegan como transportadores de electrones un papel clave en dife
rentes procesos determinantes de la vida -fotosintesis, fijacion
de nitrégeno, transporte electronico de organulos subcelulares,
etc.-, ha justificado su consideracion como campo de investigo--
cién con personalidad propia, comparable al de las hemo y flavo-

proteinas.
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Al igual que sucedio en el campo de las ubiguinonas.

7 A ° ° s
cabe preguntarse como compuestos tan basicos en las oxidaciones
blologicas permanecieron indetectados hasta practicamente la mi
tad de esta centuria. Existen una serie de razones que conduje-

ron a este estado de cosas.

En primer lugar, una de las primitivas armas de la -
quimica biolégica fué la espectrofotometria y, en este sentido,
las sulfoterroproteinas con sus desvaidas tonalidades rojo=par
duzcas no son comparables a las coloraciones rojo-brillartes de
las hemo-proteinas. Y no s6lo los maximos espectrales son menos
pronunciados cuando se consideran en relacion molar o por dtomo
de hierro de la molécula, sino que ademas las bandas de absor--
cion son mas anchas, menos definidas y, en tal sentido, parcial
mente solapadas por las correspondientes a los compuestos flavi

nicos y por las colaos de absorcién de los hemo.

En segundo lugar, el gran desarrollo de la quimica
biolégica estructural del pasado siglo estuvo asentado en dos
postulados cldsicos de la quimica orgdnica: andlisis y quimica
degradativa. Estos principios fueron fdcilmente aplicables o mo
léculas biolégicas - relotivamente estables, como vitaminas,
hormonas, etc., pero fracasaron en poner de manifiestoc la exis-
tencia de compuestos zneéestdbles, entre ellos las proteinos con
azufre e hierro, en los que la agrupacion Fe-S se encuentra sus
tentada por débiles enlaces en el interior de la matriz protei-
ca. S6lo el advenimiento de técnicas no destructivas, y noc por

llo menos especificas y sensibles, como la resonancia magnéti
ca nuclear (NMR), la resonancia electrénica paramagnética (EPR),
la espectroscopia Mossbauver, etc., pudo abrir el paso al conoci

miento de este tipo de compuestos.

Y una tercera razén, quzds la mds importante, ha

sido la baja concentracién que presentan las sulfoferroproteinas

24



en los materiales bioldgicos en relacidon a otros compuestos que
contienen hierro. Si exceptuamos algunas entidades moleculares
que, o contienen hierro ligado de una forma extremadamente 1dbil
o presentan un bajo peso molecular, nuestro conocimiento sobre
las distintas familias moleculares con hierro, y su funcidn bio

l6gica, queda resumido en la Tabla I.

TABLA I

Formas conocidas de hierro en los sistemas bioldgicos (1)

Formas de almacenaje Transportadores Enzimas y transportado
y transporte de Fe de oxigenoc res de electrones
Ferritina ' Hemoglobinas Enzimas con grupos hemo
Hemosiderina Mioglobinas Oxigenasas
Transferrinas (side- Hemeritrina Sulfoferroproteinas
rofilinas)

Sideraminas

Enterobactinas

No existen datos en el reino vegetal sobre el porcen
taje que, en relacidén al contenido total de hierro, corresponde
a las proteinas con azufre e hierro. En mamiferos, y como con--
clusidn colateral de los dotoé suministrados por Drabkin (2), -
se puede decir que aproximadamente el 1% del contenido global -
en hierro se encuentra bajo forma de sulfoferroproteinas, las
cuales, por otro lado, constituyen una fraccién desconocida en
relacidén al contenido total de hierro no heminico. Este bajo -
porcentaje representa en valores absolutos cantidades inferio--
res al error de los métodos analiticos habitualmente utilizados
en la determinacidén de hierro, lo que explica que no se tomasen

en consideracidn.

Los primeros datos sobre la existencia de las sulfo-
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‘opruteinas procedieron de trabajos efectuados en tejidos en
los-gue =1 contenido de hemoproteinas y formas proteicas de al-
mocenale de hierré -las dos entidades férrices normalmente mayo
riturias- era excepcionalmente bajo. Y fué hace sélo unos 20 -
ehos, cuando ciertas fracciones subceluiares pudieron ser aisla
dos y anaiizadas, que la presencic de hierro no heminico fue es
pecialmente asociada con ciertas estructuras y actividades enzi
maticas (3).

Varios fueron los caminos que condujeron al rapido «
desarrollo de ia bioquimica de los sulfoferroproteinas. Uno de
ellos fueron los estudios sobre_ias fotoreacciones que tenian
lugar en el cloroplasﬁo” y que condujeron al descubrimiento de
"factores" que eran capaces de fotoreducir cierto tipo de coii==
puestos, en particular hemoproteinas y piridin-nucleétidos (4,
5, 6). Otrc via de desarrollo fué la caracterizacién en mamife-
ros y microorganismos de compuestos que mostraban un contenido
en hierro varias veces superior al correspondiente o una hemo--
proteina; y para los cuales era evidente que el bhierro, ol me=
nos en parte, podia jugar un papel en procesos de Sxido-reduce==
cibn, por cuanto su formo reducide mostraba por resonancia elec
trénica paramagnética una seral tipica de paramagnetismo, no -
presente en la forma oxidada (7). Finalmente, estudios sobre el
mecanismo de fijacidn del nitrégeno en Clostridium pasterianum,
mostraron la necesidad de una proteina de bajo peso molecular,
anéloga a la onteriormente descubierta por Mortenson y col.(8),
como eiemento de enlace entre la reaccidn fosforocléastica del -
piruvato y el desprendimiento de hidrégeno por.el sistema hidro

gendsico.

Estos distintos campos de desorrollo fueron posterior
mente integrados cuando se observé que lo proteina de Clostri--

dium, un microorganismo que ro depende de la luz, era capaz de
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costituie a los "factores" que se pensaba eran especificos de -
los teiidos fotosintéticos (9), por lo que poca duda quedé de -
que ambos tipos de proteinas eran, al menos funcionalmente, =-
equivaientes. Sin embargo, ni la proteina de origen clostridia=-
no n1 la de procedencia vegetal mostraban en forma reducida, -
por resonancla electrdénica paramagnética, la senal de paramagne
tismo tipica de las sulfoferroproteinas de otro origen. Este -
conflicto fué resuelto cuando las observaciones de Palmer y —-
Sands (10) mostraron que la sefial de paramagnetismo era en algu
nos casos muy sensible a la temperatura, reapareciendo claramen

te cuando se operaba a temperaturas suficientemente bajas.

Las sulfoferroproteinas constituyen un grupo de fe--
rroproteinas -entre las cuales se incluyen ademds las hemopro--
teinas, y otro poco especifico al que se pueden adscribir las
transferrinas, oxigenasas, etc.-, dentro del cual podemos dife-
renciar entre aquéllas que no poseen azufre lébil, constituyen-
do el grupo de las rubredoxinas, y aquéllas otras que liberan -
SH2 en medio 4cido, y que de una forma general han sido hasta -
ahora denominadas ferredoxinas. La existencia o no de azufre la
bil lleva emparejada también una diferencia en el contenido en
hierro, pues mientras las rubredoxinas poseen un solo Gtomo por
molécula, los restantes wmiembros del grupo presentan al mernos -

dos.

;Cudl puede considerarse entonces, aparte de la exis
tencia de azufre dacido-1dbil, como cardcter distintivo de las -
ferredoxinas?. Origi nolmente este nombre fué dado a la proteina
con 8 &tomos de hierro aislada de Clostridium (8), pero después
de la comprobada $xifikitud quimica y funcional con el factor
presente en los cloroplastos, dicho nombre fué extendido a éste
(9). Las recomerdaciones dadas por la IUPAC-IUB han venido diri

gidas a reservar el nombre de ferredoxinas a aquéllos compuestos
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gue, sobre las propiedades apuntadas, se caracterizan fundamen-
talmente por exhibir un bajo potencial redox. Por el contrario,

la particularidad de catalizar la fotoreduccién de piridin-nu--

cha definicidn, si no se quieren excluir del grupo las ferredo-

xinas de Azotobacter vinelandii (11), y otras mds.

Si el cordcter de bajo potencial rédox es esencial,
resulto ineludible separar del grupo de ferredoxinas a una se--
rie de proteinas con azufre e hierro que, poseyendo azufre éci-
do~1dbil, presentan por el contrario altos potenciales rédox. -
Esta diferencio se encuentra, ademds, sustentada por unas dis--
tintas caracteristicas espectrales y, al contrario que las fe--
rredoxinas, por exhibir paromognetismo en estado oxidado, no en
el reducido (12).

Finalmente hay que incluir, al lodo de las rubredoxi
nas, ferredoxinas y ferroproteinas écido-ldbiles de alto poten-
cial rédox, un grupo heterogéneo de sulfoféerroproteinas que pre
sentan, ademds, grupos funcionales de naturaleza diversa, metd-
licos o no. A este grupo pertenecen la molibdo-ferredoxina, una
proteina con azufre, hierro y molibdeno, aislada del sistema ni
trogendsico de Azotobacter vinelandii (13) y Clostridium paste-

rianum (14).

En resumen, el complejo grupo de las ferroproteinas
puede clasificarse segin el siguiente esquema:

Proteinas con hierro

e ]

Hemoproteinas Proteinas con azufre *guatros tipos de
e hierro ferroproteinas
Rubredoxinas Ferredoxinas Sulfoferropro- Sulfoferroproteinas
teinas de alto conjugadas

potencial rédox

28



Proyectos de clasificacidon de las proteinas con azu-
fre « “iorro han sido también hechos atendiendo a sus propieda-
des espectrales, origen bioldgico, funcién metabélica y estric=-
to contenido en hierro. En este (ltimo concepto se basa la cla-
sificacién propuesta por Malkin (15), y que se expone en la Ta-

bla II.

TABLA II

Clasificacidn de las sulfoferroproteinas, segin Malkin

I. Proteinas con 2 atomos de hierro por molécula.
A. De orgenismos fotosintéticos: ferredoxinas de cloro-
plastos.
B. De organismos no fotosintéticos: adrenodoxina (16) puti
daredoxina (17), proteinas 1 y 2 de Azotobacter vine--
landii (11), etc.

II. Proteinas con 4 4tomos de hierro por molécula: sulfoferro

proteinas de alto potencial rédox.

III. Proteinas con 8 atomos de hierro por molécula: ferredoxi--
nas de origen bacteriano.
A. De organismos fotosintéticos: ferredoxinas de Chroma--
tium (18) y Chlorobium (19).
B. De organismos no fotosintéticos: ferredoxinas de Clos-
tridium y Azotobacter (20).

En relacidén con el contenido en hierro y azufre 1l4-
bil algunos investigadores han propuesto un sistema de denomina
cidén en el gue el azufre dacido-ldébil es representado por S*e -
Asi, las ferredoxinas de cloroplastos serian 2Fe—2S*, mientras

s *
que las clostridiaonas se representarian como 8Fe-8S.
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Un modelo de clasificacién ligeramente diferente al
anterior fué propuesto por Yasunobu y Tanaka (21), en el que se
tuvieron en cuenta algunos resultados obtenidos en la eludida--
cion de la estructura primaria de estas proteinas. En ella se -
observan algunas contradicciones con la clasificacidén de Malkin
en lo referente al contenido en hierro de determinadas entida--
des, asi como la presencia de ferredoxinas con un nimero de ato
mos de hierro por molécula distinto a 2 y 8; por lo demds, la -
clasificacién sigue como criterios bésicos lo funcién metabdlica

y la procedencia biologica, segin se ve en la Tabla III.

TABLA III

Clasificacion de las sulfoferroproteinas, segin Yasunobu y Tanaka

Tipo I. Proteinas que contienen hierro y azufre labil.

Clase I. Ferredoxinas operativas en procesos de fermenta--
cion anaerobia, fijacidn de nitrégeno y metabolis
mo del hidrogeno: se corresponden con las ferredo
xinas tipo 8Fe, mdas algunas excepciones tipo 4Fe,
como la ferredoxina de Desulfovibrio (22).

Clase II.Ferredoxinas de bacterias fotosintéticas: incluye
las ferredoxinas de las bacterias plrpuras tipo -
Chromatium, y bacterias verdes tipo Chlorobium, -
cuyo contenido en hierro los autores de la clasi-
ficacion lo consideran en 5-6 atomos por molécula.

Clase III.Ferredoxinas de algas y plantas superiores, inclu
yendo las algas verde-azuladas procariotes: son -
las ferredoxinas tipo 2Fe.

Clase IV.Es un grupo muy impreciso, en el que se engloban
aquéllas entidades moleculares del tipo I que no
presentan actividades bioldgicas tipicas de las =
ferredoxinas: adrenodoxina, putidaredoxina, pro--
teinas 1 y 2 de Azotobacter, etc., todas ellas con
2Fe, y la sulfoferroproteina de alto potencial ré
dox de Chromatium (23), con 4Fe. -

Tipo II. Proteinas que contienen hierro, pero no azufre ldabil:

incluye las distintas clases de rubredoxinas, con 1Fe
por molécula.
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Aurque las sulfoferroproteinas de elevado potencial
rédox y las rubredoxinas no se han encontrado hasta ahora amplia
mente distribuidas en la naturaleza, su estudio ha experimenta-
do Ultimamente un gran impulso, seguramente como consecuencia -
de las observadas amplias relaciones estructurales que presen—--
tan con las ferredoxinas, y las indudables relaciones genéticas

que de ello podrian derivarse (24).

Son, sin embargo, las ferredoxinas las sulfoferropro
teinas que han sido objeto de mayor atencidén, desde que en 1962
Mortenson y Valentine (8,25,26) las caracterizaron como elemen-
to esencial de transporte electrénico en reacciones clave de -
oxido-reduccion. Ya con anterioridad Davenport y col. (27, 28)
observaron que una fraccidén proteica aislada de hojas de espina
ca era activa en la reduccién catalitica de algunas hemoprotei-
nas por cloroplastos iluminados, denominandola "metmyoglobin re
ducing factor", mientras que casi paralelamente San Pie%ro y -~
Lang (29, 30) individualizaban a partir de hojas de espinaca -
una fraccion activa como catalizador de la reduccién fotoqiimi-
ca del trifosfopiridin-nucleotido, llamandola "photosynthetic -

pyridine nucleotide reductase".

Poco despues Davenport (31) llegé a la conclusién de
que ambos compuestos eran funcionalmente intercambiables e in--
distinguibles en ambas reacciones fotoquimicas. Finalmente, Ta-
gawa y Arnon (9) demostraron que el compuesto aislado por Mor--
tenson de Clostridium pasterianum, y los "factores" de proceden
cia vegetal de Davenport y San Pietro, eran también intercambig
bles al menos cualitativamente como catalizadores de la fotore-
duccion del NADP, proponiendo el nombre de ferredoxinas para es
te grupo de sustancias. Una serie de investigadores pusieron de
manifiesto que esta reduccion del adenin-dinticleétido tenia lu-

gar, no solo por cloroplastos iluminados, sino también por ex--
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tractos acelulares de Clostridium en ausencia de luz (26,32,33)

Constituyé, ciektamente, un hecho poco afortunado -
que fueran las ferredoxinas de Clostridium y espinaca las prime
ras objeto de atencidn, ya que la compliéqda estructura de la -
primera, y las dificultades inherentes a no trabajar con microor
ganismos, de corto ciclo vegetativo, de la segunda, motivé una
primera fase dc éstancamiento de los estudios sobre sulfof.tfo~‘
proteinas. Sin embargo, una vez superada ésta, numerosas inves-
tigaciones han sido desde entonces efectuadas sobre ferredoxi--
nas en relacién con su aislamiento y purificacion que, desde las
primeras cristalizaciones de lgs ferredoxinas de espinaca por -
Tagawa y Arnon (9), y de Clostridium pasterianum por Lovenberg
y Sobel (34), han conducido en estudios posteriores al andlisis
de gspectos relacionados con su composicion y secuencia de ami-
nodcidos, magnitud molecular, caracteristicas espectrales, con-
tenido en hierro y azufre labil, estructura del centro activo,
potencial rédox y cambios electrénicos en las reacciones en que

intervienen, etc.

Magnificas revisiones sobre todos estos aspectos han
venido siendo hechas por Valentine (35), Buchanan (36), Malkin
y Rabinowitz (37), Kimura (38), Hardy y Burns (39), Hall y Evans
(40), Buchanan y Arnon (6,41) y Tsibris y Woody (42).

A medida que las investigaciones sobre ferredoxings
se han ido extendiendo a mds y mds organismos, nuevos procesos
biologicos han ido apareciendo mediatizados por geacciones en -
las que de una forma u otra los ferredoxinas se‘encuentran invo
lucradas (Tabla IV).
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TABLA IV

Procesos metabolicos en que intervienen las ferredoxinas

~Reaccion
Piruvato+P -EQA% Acetil-P
1
+C02+H2

HytNADP™ ———3  NADPH+H'

Pirvvato+NADPT —= NADPH
Piruvato+NADT —5 NADH

Piruvato + uvrato —=»> Xantina

Acetil~CoA+C02-—* Piruvato

AT A-ceto-
Pfoplonll--(,oA+C02 ¥ hatirdte
- & -cetoglu=~
Succ1n11mCoA+C02 —_— farate
xX~cetolso~

ISObUtlrllmCOA+C02 — valesate

{
{
{

Material
_biolégico
Clostridium
Micrococcus

Clostridiuim
) — i

Micrococcus

Chromatium

Clostridium
Clostridium

Clostridium
Clostridium

Chromatium

Chromatium

{Clostrid ium

{

Chlorobium
Bacteroides

Peptostrepto-

coccus

Fenilocetil=CoA+C02 —3 Fenilpiruva Chromatium

to

Referencia

Mortenson y col. (8, 43)
Valentine y Wolfe (44)

Vélentine y col.(26); Junger
mann y col. (45

Whiteley y Woolfolk 246g
Buchanan y Bachofen (32
Valentine y col. (26)

Valentine y col. (47)

Valentine y col. (47)

Bachofen y col. (48);
Andrew y Morris (49
Buchanan y col. (50

Buchanan §513
Buchanan (51

Buchanan y Evans (52)
Allison y Robinson (53)

Allison y Peel (54)
Gehring y Arnon (55)
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Iéﬁgﬁ_lxr(continuacién)

Reaccidn

A7§_cetotetrg
A.6=hidroxinico hid ronicotini
. : 2 el -
tinico co
C02 —> Formato

N9 + 3H2 —_— 2NH3

Hipoxantina ——» Xantina + H2
FMN (& FAD)+H2 —> FMNH, (6 FADH2)
Riboflavina + H2 —> Flavina red.
Acetaldehido —> Acetato

MaD " 4 Hy —>  NADH + Ht

Sylfito — Sulfuro

Noz‘(é NHZOH) + Hy —> NH,

Reduccién de N02_ por la luz

Material

_biologico

{

Clostridium
Clostridium
Clostridium
Azotobacter
Chromatium

Micrococcus
Micrococcus
Micrococcus

Methano-
bacillus

Chromatium

Clostridium
Plantas

Clostridium

Plantas

Referencia

Holcenberg y Tsai (56)

Jungermann y col. (57);
Thaver y col. (58)

Mortenson y col. (43);
D'Eustachio y Hardy (59)
Yoch y col. (20); Der Varta
nian y col. (60 '
Yoch y Arnon (61)

Valentine y col. (25)
Whiteley y Woolfolk (46)
Whiteley y Woolfolk (46)

Buchanan y col. (50)

Weaver y col. (62)

Agaki (63)
Schmidt y Trebst (64)

Mortenson y col. g8)°
Valentine y col. 65§

Ramirez y col. (66)



Ge

Reaccibn

Tt o L

Reducc16n de NADP por la luz

Fotoproduccién de O2

Captacién de O2 y eliminacién del
radical superéxido
Produccién de ATP (fotofosforila-
cién ciclica)
Produccién de ATP (fotofosforila-
cién aciclica)

Mg - Ny
Activacién de la fructosa-1,6-
difosfatasa

Material
bioldgico

Plantas
Plantas

Plantas

Plantas

Plantas
Plantas

Plantas

TABLA 1V (continuacién)

Referencia

Tagawa y Arnon (9);
Shin y Arnon (67)

Arnon y col. (68)
Allen (69)
Tagawa y col. (70)

Arnon y col. (68)
Losada y Paneque (71)
Buchanan y col. (72, 73)



Todas estas reacciones pueden agruparse en tres gran

des epigrafes:

a) Reacciones en las que hay un desprendimiento de
H29 Todo organismo gue oxida un sustrato con formacidén de fe--
rredoxina reducida, yocobhtiene ademas hidrogenasa, con toda se

guridad desprende H2 como parte de su metabolismo:

Sustrato + Fd.oxid., ~~~——> Fd.red. + productos de oxidacién

Fd.red. + 2H* J19I09€1aS0 g oxid. + H2

siendo el ejemplo mas representativo la reaccién fosforocléasti

ca del piruvato:

CH

~CO-COOH+P + CoA bifuxato-deshidrogenasgycy._co-Coa+CO4H,

3 . .
Ferredoxina+Hidrogenasa
reaccidn inversa de las carboxilaciones reductivas de los acil=-

CoA,que requieren un gasto: de ferredoxina reducida (74).

b) Oxidaciones de sustratos que, a través de la ferre
doxina, conducen a la reduccién de sistemas coenzimdticos (NADP,
NAD, FMN, etc.). Un ejemplo tipico es la reduccién del NADP por -
la ferrodoxin=NADP-reductasa del cloropasto, en que la ferredo
xina reducida necesaria se produce a través de la cadena aci-

clica de oxidacidén del aguc.

c) En aquellas circustancias en que el aporte de sus
tratos reducidos es bajo y que, presentan disponibilidades de -
gas H2V la ferredoxina reducida necesaria para algunos procesos
puede producirse a partir de éste, supuesta la existencia del =

sistemo hidrogendsicos
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Hidrogenasa Fd.I + 2H+

5 ed.

H2 + Fd°oxd

Fds 4. * sustrato '——%"Fd°o§d + sustrato reducido

°

Ie

Tal es el caso de la ferredoxina reducida requerida

paroe la fijacien del N, porel sistema de la nitrogenasa.
J 5 g

Ademas de los peocesos mencionados, en los que se =
encuentra perfectamente establecdda la porticipacién de la fe-
rredoxina, existen otros encque sucincidencie es evidente, aun-
gue aln no haya podido determinarse de forma concreta. Asi, el
efecto estimulador que el pirofosfato se ha observado ejerce -
sobre la fijacion del C02, se ha podido comprobar (75) es debi
do a que inhibe en lo caodena aciclica de transferencia electré
nica el transporte desde la ferredoxina reducida al grupo flavi
nico de la ferredoxin=NADP-reductaso, induciendo entonces un =
incremento del nivel de ferredoxina reducida. Aunque se ha com
probado una activacion por ésta de la fructosa-1,6-difosfatasa
del ciclo de Calvin (72,73),existen rozones para pensar que es
to activacién se ejerza tambiéen de forma mds o menos indirecta

a través de la carboxi-dismutasa (76,77).

De todo lo expuesto se desprende el gran numero de
organismos estudiados con la ferredoxina, abarcando tanto al--
gas unicelulares verde-azuladas procariotes, como bacterias -
cerobias y anugerobias, bacterios fotosintéticas verdes y plr=--

puras, azufradas o no, algas y vegetales superiores.

En muchas de ellas, los estudios no han pasado mds
allé de haber puesto de manifiesto su existencia en extractos
crudos por medio de reacciones ferredoxin-dependientes. No obs

tante, se incluyen también en la Tabla V.
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TABLA V

Organismos en las gue se ha puesto de manifiesto la existencia

de ferredoxinas

Ao‘

38

Algas unicelulares verde-azulada (procariotes)c

Nostoc muscorum (4); Tolypothrix (78); Anabaena variabilis
(78); Anacystis nidulans (79,80); Spirulina maxima (81);
Microcystis (82); Aphanotece (83) y, ademds, Phormidium.

Bacterias fotosintéticas verdes o pirpuras (azufradas o no).

Chlorobium thiosul¥atophilum (19); Chloropseudomonas ethyli
cum (84); Chromatium (18); Rhodopseudomonas palustris (85);
Rhodospirillum rubrum (9).

Bacterias no fotosintéticas (aerobias o anaerobias).

Azotobacter vinelandii (60,86); Clostridium pasterianum
(9,87,88,89,90); Cl.butyricum (91); Cl.acidi-urici (91);Cl.
Kluyveri (35,49); Cl. tetanomorphum (91); Cl.cylindrosporum
(91); ClathermosacchGQOlyticum (92); Cl.nigrificans (63);
Cl.lactoacetophilum (44); Cl.stricklanddii (93); €l.botuli--
num (94); Cl.tartarivorum (95); Methanobacter omelianskii
(96); Desulfovibrio gigas (97); D.desulfuricans (98); Micro
coccus lactolyticus (25,44); Micrococcus aerogenes (99);
Pseudomonas elsdenii (100); Diplomoccus glycinophilus (35);
Peptococcus glycinophilus (47); Butybacterium rettgeri (44);
Bacillus pbymyxa (101,102) y,ademés, Agrobacterium.

Algas (eucariotes).

Chlorella (103); Porphyra tenera (5); Euglena gracillis {104)



Chlamydomonas (79,104); Navicula pelliculosa (78) ;Scededes~
mus (105,106); Laminum album (31); Bumilleriopsis filifor--
mis (107); Porphyridium cruentum (104); Botrydiopsis alpina
(104) y, ademds, Cladophora.

E.- Vegetales superiores.

@«

Espinaca (4,5,9,108,109); maiz (110); perejil (111,112); -
Brassica campestris (113); guisante (31); Chenopodium bonus
(31); Aethusa cynapium (31); Stellaria media (28); Datura
(114); algodén (115); alfalfa (116,117); Leucaena glauca -
(118); Amaranthus (119); Pinus pinea (120); Colocasia escu-
lenta (121); Equisetum (122); Polystichum munitum (119); -
Thuja (123); Taxus (123); Pinus pinaster (123); soja (124)
y Cyperus (125).

Un aspecto de desarrollo reciente es el relacionado
con la presencia en ciertas bacterias de dos tipos distintos de
ferredoxinas. Asi, en Azotobacter vinelandii se han aislado las
llamadas por Yoch y Arnon (86) ferredoxinas I y II, la primera
cinco veces mas abundante que la segunda, siendo la I la sefia-
lada previamente por Yoch y col. (20) como donadora de electro
nes en el sistema de la nitrogenasa. Dos formas de ferredoxinas
ligadas a estructuras celulares han sido descritas en la bacte
ria pdzpurae no azufrada Rhodospirillum rubrum (126,127), con
distinto contenido en hierro una de otra, y también otros dos

tipos de ferrodoxinas en Bacillus polymyxa (128).

Por otro lado, el hecho parece también presentarse
en vegetales superiores, habiéndose descrito dos tipos de ferre

doxinas en soja (124) y guisante (129); y en espinaca, ademds -
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de la ferredoxina soluble, un tipo de ferredoxina !:y-uz (130).
El significado bioldogico de esta hetercgeneidad en el contenido
en ferredoxinas no esta ni muchos menos dilucidado, aunque a di
cha ferredoxina ligada de espinaca se la quiere identificar co

mo el aceptor primario de electrones del fotosistema I de la ca

dena aciclica de transporte electrénico (131,132).

Un aspecto que ha sido esencial para el amplio y ré
pido desarrollo de los estudios sobre ferredoxinas es su impli
cacion en la resolucidn de problemas evolutivos. Numerosas son
las razones que han hecho de estos compuestos auténticas "vede
ttes" para la elucidacion de las relaciones filogenéticas exis
tentes entre distintos grupos bioldgicos, especialimente en el -

reino vegetal.

Por un lado, y desde un punto de vista de estructu-
ra molecular, pueden analizarse las relaciones evolutivas de -
las distintas ferredoxinas no sdlo a través de la secuencia en
aminodcidos de su armazén proteica, sino también a partir del -
nimero y estructura de sus centros activos. En este Ultimo as-
pecto especial atencion ha sido prestada al andlisis del conte:
nido en azufre labil e hierro, a los estados de oxidacién de -
este y a la quimica de su coordinacién, campo que ha recibido -
aportaciones de la bioquimica, espectroscopia, quimicg inorgdnica

[ 4 . L3 - - .
ca, quimica~fisica y cristalografia.

El andlisis secuencial de la estructura primaria de
las ferredoxinas ha sido abordado principalmente por el grupo -
de Tanaka y Yasunobu, muy polarizado en las de origen bacteria
no, y por el grupo de Matsubara, més dirigido a las de organis
mos fotosintéticos. Entre las primeras han sido secuenciadas -
hasta la fecha las de Clostridium pasterianum (90), Cl.butyri-
cum (133), Cl.acidi-urici (134), Cl.tartarivorum (95),MiCIOCOC?US
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aerogenes (99) y Desulfovibrio gigas (135), y entre las segun-
daos las de Chromatium (136), Scenedesmus (106), espinaca (137),
alfalfa (117), Leucaena glauca (118) y Colocasia esculenta (138).

En segundo lugar, la amplia distribucién de las fe-
rredoxinas en la escala bioldgica, que va desde organismos ana
erobios a aerobios, hace posible abarcar un amplisimo margen -
de la misma, cosa imposible, por ejemplo, con tas hemoproteinas,
grupo de sustancias también atendidas en términos evolutivos;
de esta forma se puede descender a las formas mds once®trales -
de vida a través de estos compuestos. Efectivamente, el arbol -
genealogico de las ferredoxinas ha ido creciendo hasta alcanzar
un tamafo respetable, y hasta el presente es seguramente el mas

denso conocido.

Por otro lado, las relaciones sensend‘e}és‘de las -
ferredoxinas con otras sulfoferroproteinas también han contri-
buido a sacar conclusiones en términos evolutivosloAsi, las in
dudables relaciones en su estructura primaria con las rubredo-
xinas (24) parecen indicar que todas proceden de un tipo ancent
tral comin (95,117,137). Otras veces, por el contrario, ha re-
sultado imposible encontrar semejanzas secuenciales entre las -
ferredoxinas y otras sulfoferroproteinas, incluso con algunas -
proteinas no ferricas que, como las flavodoxinas, pueden en Clos
tridium pasterianum sistituir en sus funciones a la ferredoxi-
na casi con la misma efectividad (139,140). En tales casos no
parece logico deducir que la naturaleza haya ideado un mismo -
tipo de funcion de forma duplicada e independiente, sino mds -
bien que la primitiva semejanza en la matriz proteica ha desa-

parecido con el tiémpo

Hesta ahora, y limitandose al campo estricto de las

ferredoxinas, se supone que todas proceden de una "prbtofeﬂ!g—‘
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doxina™ ancestral, que ha ido sufriendo modificaciones a medida
que el primit¥vo gen ha sido sometido a mutaciones y otras abe-
rraciones cromosémicas. En esecsentido Matsubara (141) ha pro--

puesto el siguiente esquema filogenétice:

Ferredoxinas de orgqnhismos
anaerobios

Ferredoxinas de bacterias
fotosintéticas verdes

Ferredoxinas-de bacterias

Protoferredoxina gy P p
fotosintéticas pirpuras

Ferredoxinas de algas verde-
azuladas (procariotes)

Ferredoxinas de algas y
vegetales superiores

El punto conflictiwo radicé en la localizacién de - =

las algas verdes-azuladas. Segin Stanier (142) estos procario--

tes deben considerarse mas como bacterias que como algas, lo =.

gue estd en contradiccién con su contenido 2Fe por molécula:rde-
ferredoxina (80), frente a los & Fe = de las de origen bacteria
no, y con sus evidentes analogias con las ferredoxinas de algas
en lo referente a la composicién (143) y secuencia de amihodci-
dos (81). Cammack y col. (144) suponen que esta ‘similitud ra-
dica en que los procariotes verde-azulados son los primitives -
precursores de los cloroplastos de algas y plantas, por las cua
les fueron fagocitados hace millones de afios, viviendo primero

simbibéticamente y transformandose después en los actuales cloro

plastos.

Por lo que respecta al grugp de ferredoxinas de al-
gas y vegetales superiores, las relaciones filogenéticas que -
han podido establecerse entre eh%as son muy vagas, pues todas =

presentan el mismo centro activo 2Fe-2S5* y, hasta la fecha, sé
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lo han sido secuenciadas, segin apuntamos antes, las del alga -
Scenedesmus (106), la monocotiledénea Colocasia esculenta (138)
y, entre las dicotileddneas, las de espinaca (137) (Quenopodié
cea),alfalfa (117) y Leucanea glauca (118) (Leguminosas). No -
obstante, Rao y Matsubara (138) y Cammack y col. (144) han dise
fiado a partir de estos escasos datoes ¢« un darbol genético que,
segin ellos, estd de acuerdo con las clasificaciones taxondmi-

cas deducidas de datos morfoldgicos:

Scenedesmus

Laucaena glauca
Ferredoxinas de a%gas Al falfa
y vegetales superiores

Espinaca

Colocasia esculenta

Como puede observarse, las conclusiones son muy po=-
bres yde dificil fiabilidad, dada la escasez de especies y gru
pos taxonomicos estudiados. Especialmente resulta esto eviden-
te dentro del grupo de las Fanerégamas, donde sobre las 4 espe
cies cuyas ferredoxinas han sido secuenciadas, hay que agregar
7 mas que han sido purificadas hasta homogeneidad, 10 mds cuya
existencia ha sido comprobada por alguna reaccidén especifica -
(Tabla VI). De todas ellas, sélo las 'de espinaca y perejil han
sido obtenidas en forma cristalizada (9,112,145).

La comparacidon de las cuatro ferredoxinas de plantas
superiores hasta ahora secuenciadas muestra un contenido de 97
aminodcidos por molécula, a excepcién de la de Leucaena glauca
que presenta 96. Si ahora atendemos a la naturaleza y posicién
de los mismos, la similitud por#poreja dé-especies oscila entre
los 74 restos para el par L.glauca-alfalfa, 81 para el Coloca-

sia-alfalfa. Finalmente, consideradas las cuatro especies en su
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TABLA VI

Especies de Fanerogamas cuyas ferredoxinas han sido hasta la -

fecha secuenciadas (S), purificadas (P), cristalizadas (C) o so-
lamente detectadas (D).

Pinus pinea P
Pinus pinaster D
Gimnospermas Coniferas Thujo D
lTaxus D
[ I Ciperdceas Cyperus D
Monecqi£; Ardceas Colocasia esculenta P-S
leddneas
Gramineas Zea mays P
Gusnopodidesas ’ Chenopodium bonus D
Spinacia oleracea P-C-S
Amaractéceas Amaranthus edulis P
0 Cariofildceas Stellaria media D
§ J Cruciferas Brassica campestris D
- ) .
@ o Unbal fapes ,Aethusa cynapium D
‘é :§ ) lPetroselinum sativum P-=C
" % v Malvéceas © Gossypium P
§ J Leucaena glauca P-S
o . .
A Legumingsas Medicago sativa P-S
Pisum sativum P
Glycina maxima P
Solandaceas Datura D
.
3
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conjunto, esta similitud alcanza a 69 aminodcidos sobre un total
de 97, lo que representa una homologia del 71%. De ello se dedu
ce gue, 1indudoblemente, existe una homogeneidad entre las ferre
doxinas de estas cuatro Fanerdgamas (141,146) y, puesto que se
calcula una antigledad de 100 millones de afios a la aparicién -
de las primeras plantas superiores, hay que admitir una lenta -
tasa de cambio en la estructura primaria de estas moléculas, se
guramente por existir una dependencia estricta entre estructura

y funcidén en las. mismas.

La existencia de notables diferencias secuenciales se
pone , no obstante, de manifiesto cuando se comparan los mapas
peptidicos obtenidos en la hidrdélisis parcial de las ferredoxisa -
nas de espinaca y Colocasia (121). Por otra patte, se ha compro
bado que la mayor parte de los restos con caracter hidrofdbico
se encuentran englobados en el interior de la molécula., mien=
tras que casi todos los residuos ibnicos - en los que normalmep
te recae la responsabilidad de la acciodn bioldgica- se encuen-—-
tran localizados en la superficie de la misma (21). Es légido -
entonces pensar que lassustitucion de un resto ionizable por --
otro no ionizable, 0 viceversa, puede conducir a drdsticos cam-
bios en la funcionalidad de la ferredoxina. Posiblemente sea és
to lo que cause las diferencias cuantitativas, més o menos mar=-
cadas, entre la operitividad de una u otra ferredoxing eo =&
las reacciones ferredoxin-dependientes, como se deduce observan
do el ndmero total de restos ionizables, y las diferencias inte
respecies entre posiciones secuenciales ocupadas por grupos id-
nicos y por residuos de otra naturaleza (117,118,137,138) (Ta--
bla VII).
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TABLA VIT

Nimero de restos ionizables, y diferencias secuenciales interess

pecies entre restos con cardcter idnico y no ionico.

Restos
ionicos C.esculenta Espinaca Alfalfa L.glauca

C. esculenta 29 - 6 8 7
Espinaca. ... 28 6 - 9 11
Alfalfa.... 31 8 9 - 7
L.glaucas s 33 7 11 7 -

Constituyen, pues, las reacciones dependientes de fe
rredoxinas el banco de prueba complementario para analizar las -
diferencias interespecificas entre las ferredoxinas de distinto
origen, ya que, si bien en todas ellas la ferredoxina actla co-
mo simple transportador electrénico, su acoplamiento al sistema
enzimatico responsable de la reaccidn en cuestién y, en conse~-
cuencia, el grado de operatividad de ésta, vendrd regido por la
afinidad molecular ferredoxina-enzima, permitiendo asi analizar
el comportamiento de aquélla, homéloga o heterbéloga, frente al -

enzima homologo correspondiente.

De todas las reacciones ferredoxin-dependientes des-
critas hasta la fecha, constituye el test de la ferredoxin-NADP-
—reductasa el mds asiduamente utilizado como término de compara
cion de operatividad frente a ferredoxinas de distihnta proceden-
cia, vtilizando cloroplastos lisados y lavados de espinaca como
fuente de enzima (147).

Los datos hasta ahora existentes demuestran que, en
relacion con la ferredoxin-NADP-reductasa, las ferredoxinas de
distinto origen exhiben un nivel d& operatividad con Valozes bes

tante de acuerdocon las consideraciones filogenéticas menciona

46



das onteriormente, deducidas a partir de las estructuras molecy

lares de las ferredoxinas correspondientes.

Segin Foust y col. (148) las diferentes actividades
que presentan las ferredoxinas radican eh su distinta capacidad
de transferencia electrénica al grupo flavinico de la ferredoxz=
xin=-NADP-reductasa, consecuencia de variaciones estructurales =
que las diferencian unas de otras. Si bien existe un intercambio
funcional entre las distintas ferredoxinas, es claro que la fe

rredoxin-NADP-reductasa prefiere su ferredoxina homéloga.

Otra serie de reacciones ferredoxin-dependientes ana
lizadas en funcién de la especificidod de la ferredoxina son las
de carboxilacién reductiva. Preparados de piruvato-sintasa y =--
of-cetoglutarato-sintasa de Chlorobium thiosul fatophilum y Chre -
matium se muestran igualmente efectivos en la carboxilacién dd
acetil-CoA y succinil-CoA en presencia de ferredoxina de una v
otra procedencia, reducida bien por el sistema H2—hidrogencsaf
bien fotoquimicamente por la accidn de cloroplastos aislados -
(33). Las ferredoxinas de bacterias anaerobias no fotosintéti--
cas se muestran también muy operativas con la piruvato-sintasa,
pero menos con lae-cetoglutarato-sintasa, mientras que las de-.
vigos y plantas supériores se muestran con ambas actividades =

moy dismiouidas (149).

Sorprendentemente, la @A-cetobutirato-sintasa de Chro
matium se muestra igual de operativa con su ferredoxina homdlo-
ga y de otras bacterias fotosintéticas, con las de bacterias no
fotosintéticas, y aln la de: espinaca (74). Por el contrario, la
fenilpiruvato-sintasa de Chromatium es plenmmente activa con fe
rredoxinas de bacterias fotosintéticas, disminuyendo su operati
vidad a la mitad y cuarto parte con las de aerobios y anaerobios

no fotosintéticos, respectivamente, y manuléndose-con la'de espi
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naca (55). En conjunto, puede observarse poca unidad en los re-
sultados, necesiténdose experiencias adicionoles y més sistemad
tizades.

LaLrevccion fosforocldstica ha sido sélo estudiada en
relacidn con el enzima de Clostridium, frente al cual ambas fe-
rredoxinas de Azotobacter muestran sélo un 10% de actividad res
pecto a lo ferredoxina nativa (86). En cuanto a la ferredoxina
de Chromatium, presento la particularidad frente a las de otra
procedencia, que no es reducida por el sistema H2=hidrogenosa,
diferenciandose tambten pdrcno-reducirse ditectamente por ditie
nite (149), probablements segin Hall y Evans (40) debido o con-

sideraciones de tipo estérico.

Aunque no se han usado ferredoxinas heterdlogas en
ensayos de especificidad en relacibén con la nitrito-reductasq,
se ha comprobado con el enzima de Chlorella que su ferredoxina
puede ser sustituwido por flavodoxina (150), cosa anteriormente
ya comprobada con la nitsito-reductosa de espinaco y fitoflavi-
na (flavodoxina) aislada de Anacystis (151). Esta flovoprotefna
carece de hierro y presenta un resto de FMN como grupo transpor
tador, habiéndose demostrado su capacidad de sustituir a la fe-
rredoxina, casi con igual eficacia, en una serie de reacciones
Ferredoxinmdeﬂendientes en Cl.pasterianum (139). Su composicién
y secuencia de amninodcidos no guarda ninguna relacidn con la -
de las ferredoxinas, estimuldndose su sintesis, y sustituyendo
entonces a éstas, en condiciones de bajas disponibilidades de -
hierro (151).

Finalmente, nosotres hemos extendido ern este traba-
jo los test de especificidad a la fructosa-1,6~difosfatasa foto
sintética, cuya dependencia de ferredoxina fué puesta de manis=

fiet¢to por Buchanan y col.(73), y en la que venimos trabajando
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desde hace wnos anfcs en relocidn con su estructura y mecanismo

de accibn,

De todo lo expuesto se deduce gue antes de llegar a
conclusiones mbs definitivas sobre relaciones filogenéticas en
tre unas ferredoxinas y otras, y a conclusiones precisas sobre
la dualidad estructura=funcidn, resulta necesario proseguir =
tos e#studios sobre coracterfisticas fisico-quimicas y relaciones
interespecificos de nuevos ferredoxinas, especialmente con las
procedentes de aquéllos grupos taxondmicos hasta ahora no estu

diados.

Con el presente trobcjo pretendemos llenar la laguna
existente en este terrenc dentro del grupo de las Compuestas,
familia boténica hasta ahora inédito en estudios sobre ferredo
xinas y que, por lo enorme cantidad de especies que engloba, y
sU situacidn taxcndémica como estodfo mds evolucionado del gru
po de los Angiospermas dicotiledbneas, pensamos pueda aportar

aspectos nuevos en este campo,
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PLAN DE TRABAJO







A la luz de los antecedentes bibliogrdficos expues=-
tos, se decidid acometer el estudio de la ferredoxina de lechu
ga (Lactuca sativa), especie de la familia de las Compuestas.
Al mismo tiempo, y sblo como elemento de contraste de técnicas
y comparacidn de resultados, se hizo un andlisis paralelo de -
la ferredoxina de espinaca (Spinacia oleracea), especie de la
familio Quenopodiaceas, ya exhaustivamente estudiada con ante-
rioridad por numerosos investigadores.

El desarrollo de la parte experimental se ha dividi
do en tres grandes opartados. En el primero se describen los =
métodos preparativos de las ferredoxinas de espinaca y lechuga,
asi como las técnicas colateralmente empleadas en el control -
de dichos procesos de purificacidén. El segundo apartado compren
de un estudio comparado entre ambas ferredoxinas, de algunas -
caracteristicas fisico-quimicas de las mismas. Finalmente, en
el tercero se analizan, también de forma comparativa, las rela
ciones de especificidad biolégica existentes entre ambas ferre
doxinas en conexidn con un grupo de actividades enzimdaticas fe

rredoxin-dependientes.
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El pdonteamiento experimental en relacién con el nd
mero de repeticiones efectuadas porc cado determiniacién ho si=
do forzosamente poco homogéneo, dade lo noturalezo heterogénea
de los métodos utilizados. En relacidén con el primer apartado,
han sido numerosgs las veces en que se ha repetido el proceso
preparativo como fuente de material purificodo para las deterg
minaclones subsiguientes. En todas ellaos,la evolucién de laos =
experiencias har sido paralelo , por lo que, parc evitar reite
raciones innecesorios, hemos incluido en el protocolo de resul

tados s6lo el desarrollo de uno de los procesos de purificacidn,

Por lo que respecta o los determinaciones fisico-
quimicas del segdndo apartodo, lo gran cantidad de material pu
rificado necesario para lo mayor parte de las mismas obligd a
limitar muchas de éstas a una sola determinacidn, Se excluyeron
las dosificaciones de azufre como 52m y de hierro, para las que
se adoptd el disefo de triple determinacién, Por otro lado, al
gunas determinaciones, como la del potencial redox, suministran
en una sola experiencia varios resultodos del mismo, como con-
secuencia de establecerse o lo large de la misma distintas si-=
tuaciones de equilibrio entre los sistemas reaccionantes; en la
practica, pues, el efecto es andlogo al de determinociones re-

petidas,

Finalmente los test biolégicos de especificidad en=
zimGtica permitieron, dodos las pequefas exigencios de material

purificado, efectuar los determinociones por triplicado.
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I. PREPARACION DE FERREDOXINAS DE ESPINACA Y LECHUGA.

Aunque la preparacidén de ferredoxina de espinaca ha

sido ampliamente descrita en diferentes publicaciones (145)
(152) (41), la hemos purificado paralelamente a de lechuga
utilizando lo misma técnica desarrollada para esta (ltima,
salvo ligeras modificaciones. Esto nos ha permitido, en pri
mer lugar, someter a chequeo lo validez del método de puri=
tficacidn y, en segundo lugar, disponer de ambas ferredoxinas
en un estado de pureza que nos permite efectuar un estudio
comparado de las caracteristicas fisico-quimicas, y especi=-
ficidad de origen en relacién con una serie de reacciones =
enzimdticas en las que este compuesto representa un eslabdn

esencial,

1.~ Moterial biolégice de partida.

T.1.~ Material utilizado:preparacidn previa.

Se uvtilizaron espinacas y lechugas frescas proceden-

tes del mercado de la localidad, en lotes de 3Kg. de espinacas
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y 8 Kg. de lechuges, aproximodomente, codo vez, A las hojos de
espinacas se les eliminaron los pecioclos y o los de lechuga, =
ademds, da bose del limbo poco rica en cloroplostos; se lavaron
agbundante 'y sUcesivomente con aguc dei grifo y aguo destilada,
y se secaron entre papeles de filtro. Uno vez separadas las ner
viaciones principales se mantuvieron en bolscs de pldéstico a ~

=202C hasta congelacién,
1.2,= Preparacidn de extroctos crudos,

] -320] © == MetédiCOQ

Las hojas congelodas quebrodas a mano.se ho~-

. g : . ; ; < ¥ .
mogeneizaron-en: frionen un-homogeneizador (Sorvall,Omni-mixer)

durante 3 min. a velocidad tope, previa adicidn de buffer Tris
ClH pH 7.3 @dicionado de Tritén X-100,en relacién 1:1 (p/v) =
para las de espinaco, y 4:3 (p/v) para las de lechuga.

El homogenado se pasd a través de una triple capa de
gasa de nylon, y el fiitrodo se sometid o centrifugacidbn a =
11000 r.p.m. (20000 x g) durante 30 min. en cedtrifuga réfrige
rada a 42 C (Sorvall Superspeed,RC2-B). Los sobrenadantes de--
cantados- =gproximodomente 1600 y 2300 ml. en cada lote~ se uti
lizaron como material de partida en el proceso de purificacién

de ambas ferredoxinas,
1.2.2.~ Reaetivos,

Buffer Tris-CiH 0.1, M. pH 7.3, 0.1% en Tri==-
t6n X']OO'J

Tris 092:M0(249228 g./1. de Tris, colidod Merck p.a)
500 ml,

ClH aprox. 0.2 M.(16.6 ml./1. de ClIH fumante d= 1.19,
calidad Merck p.a.) 370 ml.
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Se ocjusto ol pH=metro (Beckmcn-Expondomatic) con -
la solucion clorhidrico, y se enrasa a ! litro con agua dest.
A continvacibn se llevd al 0.1% (v/v) con Tritdn X-100, calidad

Sigmar

2.~ Test de contenido protéico, pureza y operatividad.

2.1.~ Determinacibn del contenido protéico.
2.1.1.= Método de Lowry y col.(153).

Método espectrofotométrico basado en las reac
ciones del biuret =coracteristica del enlace peptidico- y de -
Folin ~especifica de los nicleos arométicos de naturaleza fend
lica-; es oplicable a todos los estadios de purificacidn, te--

niendo un cardcter inespecifico,

2.1,1.1,- Curva standard de albdmina sérica

bovina.

Dodo el cardcter genérico de la =
reaccidn, resulta ineludible referir los resultados a una prote
ina de calibracién, Como tal se utilizd albdmina sérica bovina,
a partir de lo cual se prepard una solucidn madre en agua dest.
a lo concentracidén de 509/&g/m1., y por dilucibdn al 1/10 de la

misma una solucidn hija con 50}19/mle de proteina.

Diluciones sucesivas al 4/5, 3/5, 2/5, 1/5 y 1/10 de
ambas nos dan una gama de concentraciones de 5,10,20,30,40,50,
100,200,300 y 409)Lg/mle, de cada una de las cuales se dispuso
1 ml. en sendos tubos de ensayo; un (ltimo tubo con 1 ml. de -

agua dest, servird de blanco.
20-! e! gzc_ Metédicﬁ.

A tiempo cero se agrega
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a coda uno de los tubos anteriores 5 ml, de solucidn alcalina
de cobre =reaccibn del biuret=, y al cabo de 15 min. se afiaden
0.5 ml., del reactivo de Folin-Ciocalteau. Pasados 20 min. mds
se efectda la lectura espectrofotométrica a 630 nm. (Perkin-El
mer, mod.124).

Los valores de absorcidn obtenidos se llevan al eje
de ordenados de un sistema coordenado, situéndose en ebcisas -

los correspondientes volores de cantidad de proteina,

Lo misma metddica se sigue cuando se trata de una so
lucidn probiema que, por determinaciones previas, ha de llevar
se por dilucidn o uno concentracidén protéica dentro de los lik
mites fijades por la curva standard. Esta ha de construirse ca
do vez que se efectla una determinocidn, salvo que la reaccidn
coloreodo se lleve o cabo =standord y problema- a temperatura
controlada de 30¢ C,

25’! o.] 0301‘ REOCtiVOSs

- Sol. madre (509);g/m1.) de albl-

mina sérica bovino, calided Colbiochem,

- Sol.hija (59)*g/mla) de alblmina

sérica bovino, calidod Calbiochem,
= Sol. alcalino de cobre.

- Sol. al 2% de CO3N02, calidad =~
Merck p.a., en NaOH al 0.4%, calidad Merck p.a. = = = = = 50 ml.

-~ Sol. al 0.5% de SO4Cuo 5 H20, ca
lidad Merck p.a., en tartrato sédico. 2 Hy0 al 1%, calidad =
Merck poQo = = = = = = = = = D D 1 ml,

Es de preparacidn extempordnea.

- Reactivo de Folin - Ciocalteau.
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Se utili1z6 el de calidod Analema, gue en el momento

de su uso se dilufa ol 1:1 con ogua dest.

2,1,2,= Absorcidn especifico o 422 nm,

Este método se boso en que los espectros de
absorcién de los ferredoxinas presentan un méximo de absorcidn
en el visible a 422 nm, Asi pues, conociendo el ceoeficiente de
absorcidén moler o dicho longitud de ondo, y supuesto que no =
existe ningln otro componente que obsorbe en lo mismo, serd po
sible colcular la concentraciédn de ferredoxina o partir de uno

simple lecturo espectrofotométrico.,

De lo dicho se desprende gue el método no serd vdlie
do en los estadios primorios del proceso de purificacidén, ni =
aln en aquéllos de purificacidn ovanzado, dodo el fuerte conte
nido de los extractos vegetales en pigmentos de diferente natu
raleza., Nosotros lo hemos empleodo exclusivomente a nivel de =
ferredoxina: puro, como procedimiento habituol de determinor la

concentracién de ésto pora ensoyos ulteriores,

2.2.~ Test de pureza por razén de obsorboncias visible/ul-

trovioletao,

Un primer indice de pureza de los preporodos de fe==
rredoxino se obtuvo por célculo de los cocientes de absorcién

visible a 422 nm., y ultrovioleto 274 nm.

Lo seleccién de estas longitudes de onda viene dada
por el hecho de que el espectro de lo ferredoxinao oxidada de =
cloroplostos de hojas de espinaca presenta, entre otros, sen-=
dos méximos a 422 nm. y 274 nm, (ver Fig. 21), con una razén -
de obsorbanaias A422/A274 de 0.49 poro la ferredoxina totalmen

te purificada y de operotividad méxima. (41), Lo presencia de
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proteinos extrodos implicaria, por lo absorcibén genérica de =
éstas ol UV, uno disminucidén de dicho cociente tanto mds cuan=
to menor sea el grado de pureza del preparado de ferredoxina.
En la préctica, y debido a la fdcil desnaturclizacidn de la fe
rredoxina, se considera suficiente a efectos bioquimicos una -

relacién de absorcidn de 0.40.

Por lo que respecta a la ferredoxina de lechuga -y a
tenor de los datos obtenidos con posteridod a partir de su es=
pectro de absorcidén- se adoptd seguir un criterio paralelo al

seguido para la ferredoxina de espinaco.

La determinacidn de absorciones se efectud después -
de cada fase del proceso de purificacidn, estando las ferredo-
xinas disveltas en el buffer determinado por cada paso =siempre
buffer Tris=ClH pH 7.3, de fuerza ibnica variable y, en cual-=
guier caso, constontemente exento de cbsorcidén a las longitu==-
des de onda indicadas=, y usando como blanco el mismo buffer e
de dilucidn de la muestra, Se empled un espectrofotdmetro Per=-
kin-Elmer, mod. 124, de dcble hoz, y cubetas de cuarzo de 10mm,

de paso éptico.

2.,3.- Test de homogeneidad por electroforesis en gel de po
liacrilamida.
A lo largo del proceso de purificacibén se efectuaron
ensayos de homogeneidad por electroforesis en disco en gel de

poliacrilamida, siguiendo fundamentalmente la metdédica de Orns
tein y Davis (154) (155)}.

2.3.1,- Metddica.

Se utilizd gel tipo "Cyanogum 41" (relacién
ocrilamida: bis 19/1), con un 15% de ccrilamida y un 0.79% de
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bis=acrilomida, en buffer Tris<ClH pH 8.9,

A 25 ml, de solucidn de gelificocibn-ccrilomida, bis=
acrilamida y un Ocele&ﬂdcr de polimerizocibn, disueltos en el
buffer antes indicado- montenidos o 49 C, se ogregd inmediatadi
mente ontes de su uso 1 ml, de la solucifn catelitico de persul
fato, igualmente enfriado., El realizor ésto y los subsiguientes
operaciones o bojo temperotura resulto esenciol cuando se mane
jon estas oltos cocemtrocapnes de ocrilamido y bis, paro los =
cuales el tiempo de gelificacidn es extremodomente corto, préc
ticomente no mds alld del i1mprescindible pora proceder al lle=

nado de los tubos.

El desarrollo seefectuo en tubos de 7.5 x 0.5 cm. de
didmetro interior que, colocodos verticalmente en un soporte &
odecuado, se llenaror répidamente usondo un pequerio estirdn con
la solucidn onterior, haste un nivel distante aproximadamente
8 mm. del borde superior. Poro evitar la formacidén de menisco
sobre la superficie del gel, se dejon resbolar por los poredes
de los tubos unas gotos del mismo buffer onterior; los geles =
quedan asi de unao longitud Gtil de 6.5 c¢m., Conseguida la geli=-
ficacidén se desecha lo capa de buffer y se montan los tubos en
la cubeta de electroforesis, cuyos comportimentos anddico y ca
tédico se llenan con el buffer de electrodos pH 8.2 o En estas
condiciones de pH la mayoria de los frocciones protéicas -~y en
tre ellas las ferredoxinas- se corgon negotivamente, emigrando

hacia el dnodo que se sitlo en el tangue inferior.

Las muestras llevodas ol 10% en sacarosa se deposita
ron con la ayudo de una microjdringa sobre la superficie del =
gel, en vollmenes variables de 5 o 50 1. En cada recorrido uno
de los 8 tubos que puede albergar el aparato se reservd para =
fijar el frente electroforético, usando para ello azul de bro-

mofenol.
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Los desarrollos se llevaron a cabo a 42 C, con un pre
rrecorrido a | mA por tubo de gel = 8 mA en total-= durante 15
min. Posteriormente se hoce pasar una corriente de 5 mA por gel
- 40 mA en total- durante 100 min. mds, tiempo que @Gproximada-
mente torda el frente en situarse a'1 cm del extremo anédico.
Pasado este tiempo se obtienen los geles rompiendc cuidadosamen
te el tubo de vidrio, yo que a esta alta concentracibn de acri
lamido resulta imposible evacuar inclteradcs los geles respe--

tando la integridad del tubo.,

Se emplearon parclelomente dos tipos de tincibn para
la ferredoxino: inespecifico de proteinas con Negro de amddo,
y especitica del hierro no heminico presente en la molécula de
ferredoxina (156).

Para la primera se sumergieron durante media hora los
geles en solucién de Negro de amido 10 B, decolordndose luego
el fondo por lovado con agitecién y flujo continuo de solucibdn

acética,

Para lo tincidn especifica de hierro,el gel se sumer
ge inmediatamente después de la electroforesis en una solucidn
de X -dipiridilo conteniendo 8cido mercaptoacético. En 10 -
min. aparecen bondas rosas que corresponden al complejo del =

O X~dipiridilo con el Fe 2+3

233020‘ RedctiVOSo

= Buffer Tris-=ClH 377 mM pH: 8.9
11.4137 ¢./250 ml. de Tris, calidad Merck p.a., ajustando
a pH 8.9 con ClH conc,, calidad Merck p.a-.

- Sol. de gelificaocidn.
Acrilamida, calidad BDH = = « = =« = = = = =73,5720 g.
N,N-metilen-bis-evrilamida, calidad BDH -« = 0.188 g.
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Burfef Tfl S'—*’C}.H 377 [WM pH 809 = o = o oy o e ‘CoSopo 25 "|l~o
3=dimetilamiropropionitrilo, calidad BDH = §5O/u.lm

Se filtro por papel y desgosc o vacio antes de usor,

= Sol. catalftica de persulfato.
Persulfato omdnico, calidod Merck p.o., ol 14% en buffer

Tris=CiH 377 mM pH 8.9 Es de preporacidn extempordrea,

= Buffer de comportomentos onédico y catddi
- - €0,
1.425 g./500 ml., de glicocolo, colidod Merck p.a. Esta so
lucidén 38 mM de glicocolo antes de enrasor se ojusta o pH
8.2 con buffer Tris~ClH 377 mM pH 8.9

= Sol.trozodora de azul bromotfenocl.
Azul de bromoferol, calidad Spinco-Beckmen,al 0.01% en so

lucién al 10% de sacaroso, colidod Merck p.as

= Sol.de negro de omido.,
Negro de amido, calidad Analema, o saturocidn ~aproximada
mente 0.2%- en acético ol 7%.
~ Sol.de decoloracién.
Acido acético glocial, calidad Merck p.a., ol 7% (v/v).
= Sol.revelodora de hierro.
Xpe- dipiridilo, colidad Merck p.a. - = = 0.4 ge
Acido mercoptosacético, colidod Sigmg = = = = = . 8 g

Agua dest, = = = = s w CoPoSo 100 ml.,

2,4.- Operatividad segin el test de lo ferredoxin=NADP=-

reductasa,

Lo octividod de los preparodos finales de ferredoxi
nas de espinaca y lechuga se determind midiendo la tasa de re=

duccién del NADP por cloroplastos lisodos y lovados de espina-
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ca.

El ensayo se basa en la intervencion de la ferredoxi
na reducida en la reduccion del NADP por la ferredoxin-NADP-re

ductasa, segin el esquema (41):

+ DPIP luz > 2 Fd.
I i ot

2 Fdéx ed. cloroplastos * DPIPo

d. ed. xd.

Fd-NADP-
2 Fd"red, + NADP Y 2 Fdooxde + NADP H2

En la primera reaccion, dependiente de la luz, la fe
rredoxina se reduce por intermedio del sistema fotoquimico -
del cloroplasto, actuando el par ascorbato- 2,6-diclorofenol -
indofenol como donador de electrones. La ferredoxina reducida
actla en la segunda reaccicon como donador de hidrégeno en la -
reduccién del NADP.Esta reaccion es independiente de la luz y
estd catalizada por la ferredoxin-NADP-reductasa ligada al es-
troma del cloroplasto. La cantidad de NADPH originado es enton
ces proporcional a la ferredoxina presente, una vez estandardi

zados los restantes elementos del sistema.
2.4.1.- Metodica.

La reaccion no precisa anaerobiosis, y se -
lleva @ cabo en cubetas espectrofotométricas de cuarzo de 1 cm.
de paso optico, termostatizadas a 252 C mediante un portacube-
tas de dos plazas provisto de camisa de agua circulante mante-
nida a dicha temperatura; de esta forma se impide a la vez el
calentamiento provocado por el sistema de iluminacién. Esta se
efectla con dos lamparas incandescentes de 100 W mantenidas a
ambos lados del portacubetas @ una distancia de 5 cm. (Fig 2y

3). Este sistema suministra una iluminacién de unos 10.000 lux.

67



68

Fig. 3



La mezcla de reaccion contiene:

Buffer Tris-CIH IM pH 7.8 = = = = = = = = = = = 0.1 ml.
2,6-diclorofenolindofenol 2 mM - = - « - - - - 0.1 ml.
Ascorbato sodico 0.2 M = = = = = = = = = - = - 0.1 ml.
NADP 10 mM = = = =« o = = = = = = = = = = = - - 0.1 ml.
Suspension de cloroplastos = = = = = = = = « - 0.1 ml.

equivalentes a 0.05 mg. de clo
rofila.

Sol. de ferredoxina =- = = = = = = = =« = = = - 0.1 ml.
Todo en un volumen final de 3 ml.

La reaccion se inicia suministrando iluminacidn al -
tiempo cero. La tasa de reduccién de NADP se determind midien-
do el incremento de absorbancia a 340 nm., efectuando lecturas
de intervalos de iluminacién de 3 min. en un espectrofotémetro
de doble haz Perkin-Elmer, mod.124. Como blanco se utilizd una
cubeta que contiene la mezcla de reaccién completa, pero mante

nida en la oscuridad.

En estas condiciones la reduccién del NADP sigue una
funcion lineal durante los primeros intervalos de medida, decre
ciendo después, siendo la pendiente inicial proporcional a la
concentracion de ferredoxina. Una unidad de ferredoxina es la
que produce en las condiciones indicadas un incremento en la -
absorcién de 1.0 al cabo de 10 min. de iluminacién. Un incremen
to en la extincion de 0.1 equivale a la reducc1on de Q. O4§}LM
de NADP (coeficiente de extincién molar= 6.22 x 10 ) indepen-=
dientemente del pH (31).

2.4.2.~ Reactivos.

- Buffer Tris = CIH 1 M pH= 7.8
Tris 2 M (24.228 ¢./100 ml. de Tris, calidad Merck p.a.).
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; ClH aprox. 2M (16.6 mi./100 ml. de ClH fumante = 1.19, cali

dad Merck p.a.)
Se ajusta al pH indicedo un volumen de sol. de Tris con la
solucién clorhidirca y se lleva @ un volumen doble con agua
dest.

- Sol. 2 mM de 2,6 - diclorofenclindofenol.
5.8 mg./10 ml. de 2,6 - diclorcfenoclindofenol, calided Sig-
ma .«

= Sol. de ascorbato sédico 0.2M .
39.6 mg./ml. de ascorbato sédico, calidad Sigme. Es de pre
paracidén extemporénea.

= Sol. de NADP 10 mM.
7.4 mg./mi. de NADP oxidado, sel disédica, calidad Boehrin-

ger.

= Suspensidn de cloroplestos lisados: A

A.- Suspensién de cloroplastes lisados.

Corresponde a la suspensién de particulas cloroplds-

tices C152 preparadas segin Watley y col. (157).
A.1l.- Metodica.

Como material de partida se utilizaron lotes
de aproximadamente 200 g. de espinacas recién recolectadas. Eli
minados los peciolos,las hojas se lavaron abudantemente con -
agua corriente y con ague dest. después y, una vez secas sobre
papel de filtro,se mantuvieron unas horas a 4% C para que ad-
quirieran turgencie. A continuacién se cortaron en pequefios =

fragnetos, desechando les nerviaciones principoles.
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100 g. de nojas f:ragmentadas se homogeneizeron con -
200 wi. de sclucidén isoténica de ClNa @ la gue previamente se
agregarcn 20 ml., de buffer Tris=ClH pH = 8.0 y, adicionados -
adembés de ascorbato sédico como protector. Esto se efectud en
homogeneizador (Sorvell, Omnimixer) a velocidad tope durante -
1-2 min. E1 homogenedo obtenido se filtré a través de una do-
ble capa de gasa de nylon, centrifugéndose luego a 1100 r.p.m.
(200 x g) durante 2 win. a 4¢ C (Sorvall Superspeed, RC2-B), a
fin de separar resios celulares.

El sobrenodante se centrifugo ahora a 2500 r.p.m. -
(1000 x g) durante 7 min. en las mismas condiciones, suspendién
dose el sedimento de cloroplestos en 10 ml.de solucién isotéd-
nica de CiNa adicionade de ascorbato; ésto se facilita arras=-
trando el sedimento con unc varilla de vidrio provista de un -
trozo de goma blonca de Silicone en su extremo. A la suspensién
cbtenida se agregaron 90 ml. més de la solucién de lavado ante
rior y, después de inteiponer blen, se centrifugé a 2500 r.p.m.

(1000 x g) durante 10 min.

El sedimento de cloroplastos lavados se interpuso -
del mismo modo en 20 ml.de solucion hipoténica de ClNa adicio-
nados de cscorbato.Se agregaron 60 ml. mds de la misma solucidn
de lisis, y se centrifugo a 1200 r.p.m.(1800 x g)durante 10 min.
desechéndose el sobrenadante. El sedimento de cloroplastos ro-
tos se interpuso en otros 20 ml.de solucién de lisis y,una vez
adicioncdos 60 ml. de la misma soluclién,se volvié a centrifugar

en las mismas condiciones anteriores de velocidad y tiempo.

Finalmente,el sedimento se interpuso en 20 ml. de so
lucidén hipoténica, diluyéndose después con la misma solucién
la concentracién requerida de clorofila después de determinar
ésta.Este preparado mantenido o 42 C es estable durante una se

mana.



A.2.- Reactivos.

-~ Buffer Tris-CIH 0.2M pH 8.0
Tris 0.4 M (48.456 g./1. de Tris, calidad Merck p.a.)

s . 500 ml.
ClH aprox. 0.4M (32.2 ml./1. de ClH fumante d=1.19, cali-
dad Merck p.a.) v v 2 &« » 292 ml.

Se ajusta a pH 8.0 con la solucion clorhidrica, y se lle-

va a un litro con agua dest.

.= Sol. isotonica de homogenizaciodn.
Sol. isoténica 0.35M de ClNa (20 47 g./1. de CiNa, cali--
dad Merck p.a.) o ¢ « o o 200 ml.

- Buffer Tris~ClH 0.2M pH 8.0, 20 ml.
Hacer esta solucion 0.01M en ascorbato (200 mg/100ml. de

ascorbato sodico, calidad Sigma).

- Sol. isotonica de lavado.
Ascorbato 0.01M (200 mg/100 ml. de ascorbato soédico, cali
ddd Sigma) en sol. isoténica 0.35M de CINa (20.47 g/1. de
CiNa, calidad Merck p.a.)

- Sol. hipotonica de lisis y lavado.

Ascorbato 0.01M (200 mg/100 ml. de ascorbato sédico, cali
dad Sigma) en sol hipotonica 0.035M de CiNa (2.047 g/l. ¢«
de ClNa, calidad Merck p.a.).

A.3.- Determinacioén de clorofila.

El contenido de clorofila de la suspension de restos

de cloroplastos se determiné segun Armon (158), de acuerda con

la siguiente metodica:

En una probeta de 50 ml. provista de tapon con esme=-

ril se colocaron 0.5 ml. de la suspension de cloroplastos, y -



se extrajo la clorofila por agitacion con 20 ml. de acetona -~
(calidad Merck p.a.) y 4.5 ml. de agua. Se filtré répidamente
la solucion y se midio la absorcion del filtrado a 652 nm. en
un espectrofotometro Perkin-Elmer, mod.124, frente a un blanco

de acetona al 80%.

El contenido en clorofila de la suspensidon de parti-

culas cloroplasticas se obtiene a pariir de la expresién:

As520m * 20

34.5
calculada sobre la base de un coeficiente de absorcidn especi-
fica (1 g./ml. en cubeta de 10 mm de paso 6ptico) a 652 nm -pun
to de interseccion de los espectros de las clorofilas a y b-
de 34.5 x 105 (158).

mg. Clorofila/ml. =

= = = = e e wm . e e oo e e S, e em wo

= ec_ mo _as D o m e o ga =9

3.- Purificacion.

Tanto la ferredoxina de espinaca como la de lechuga
fueron purificadas siguiendo fundamentalmente el método descri
to por Tagawa y Chain para la ferredoxina de espinaca (41), ba
sado a su vez en el Tagawa y Arnon (9) para la de Clostridium
pasterianum. Sobre dicho método se han introducido las siguien
tes modificaciones: en el segundo tratamiento con DEAE-celulo-
sa -llamado por Tagawa y Chain fase ciometogréfice = la elucién
de la ferredoxina se hizo por gradiente continuo de cloruro -
sodico, en lugar de hacerlc de una vez con una é4lta concentra-
c¢ion de cloruros; ademas, después del tercer tratamiento sobre
DEAE-celulosa -fase de concentrocion de dichos autores- se in=-
trodujo una filtrecidn molecular por Sephadex G-75, ya gue el

preparado obtenido presentaba ain algun resto de impurezas.
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En resumen, el método incluye los siguientes pasos:

a) Precipitacién aceténica de los extractos crudos de hojas en
tre los limites 35 y 80% de acetona.

b) Aasorcién sobre DEAE-celulosa.

c) Cromatografia sobre columna de DEAE-celulosa.

d) Concentracién en DEAE-celulosa.

e) Filtracion molecular en columna de Sephadex G-75.

Finalmente, y como culminacién del proceso de purifi
cacion, se efectuo la cristalizacion con sulfato amdénico de la

ferredoxina puroc obtenida.
3.1.-~ Méetodo.

A menos que se indique otra cosa, las condiciones en
que se realizo la purificacion fueron esencialmente las mismas
para las dos ferredoxinas. Esto nos permitio hacer une evelues=
cién de la validez del método, asi como llevar un control com-

parativo del grado de purificacidén conseguido en cada paso.

Salvo la precipitacion acetonica, efectuada a =202 C,
todas las operaciones se realizaron en frio entre O y 42 C, en
camara refrigerada unas, y en bafo de hielo otras. Por la mis~
ma razon todas las operaciones de centrifugacion se efectuaron
a 42 C, en una centrifuga Sorvall Superspeed, mod. RC2-B, en -
las condiciones que en cada caso se indican. Dada la inestabi-
lidad de las ferredoxinas, durante todo el proceso el pH se =
mantuvo constante en el valor 7.3, empleando siempre el sistew
ma buffer Tris-ClH.

Los fraccionados cromatograficos se efectuaron en co
lumnas Jobling de las dimensiones que se indican, provistas de

doble piston y exentas, en consecuencia, de volumen muerto, en
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flujo descendente y con impulsion mediante bomba peristaltica
(Pharmacia P-3 o LKB Recycrom). El desarrollo de los procesos
cromatograficos se siguio mediante medida continua de la absor
cién a 280 nm. de los eluidos de las columnas (LKB, Uvidord),
en células de cuarzo de flujo continuo de 2 mm. de paso dptico,
haciendo un aojuste previo con un blanco del buffer de base usa

do en el proceso.

Finalmente, los eluidos de las columnas de cromatogra
fia se recogieron en fracciones de volumen variable en cada ca
so, stilizando un colector automdatico de fracciones (LKB, Ultro:

rac).

3.1.1.- Precipitacion acetonica de los extractos cru

dos.

Los extractos crudos obtenidos a partir de
los homogenados de hojas se dispusieron en un vaso de precipi=
tados mantenido en mezcla frigorifica de hielo y sal; un agita
dor mecanico introducido en €l, se puso en marcha simultdnea--
mente a fin de evitar congelaciones. Inmediatamente, y con agi
tacion continua, se afadio lentamente o un flujo aproximado de
10-15 ml./min. acetona, calidad Merck p.a., previamente enfria
da a -202 C, en cantidad suficiente para conseguir una concenx
tracion final del 35%. Se detuvo la agitacién y la suspensién

obtenida se centrifugd o 3500 r.p.m. (2000 x g) durante 10 min.

Medido el volumen total de la solucidn sobrenadante,
se paso a otro recipiente analogo preenfriado en bafio de hielo
y sal, y se prosiguio la adicién de écetona-en andlogas condi-
ciones hasta alcanzar una concentracion del 80%. Se detuvo la
agitacion y se dejo sedimentar el precipitado formado durante

una hora.
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Lo mayor parte de la solucion sobrenadante puede ser
entonces decantada sin que se remueva el sedimento; el resto =
se eliminé centrifugando la suspension a 3.500 r.p.m. (2000x g)
durdntent® min. Se desecho el sobrenadante y se procedio a eli
minar la acetona embebidacen el sedimento agitando éste en el
mismo tubo de centrifuga con una varilla, al mismo tiempo que
se hace llegar una corriente de aire frio mediante un secador
de pelo. El proceso se puede dar por terminado cuando el sediw

mento adguiere una consistencia pulverulenta.

El material libre de acetona se extrajo con 85 ml. =
de buffer Tris-ClH 0.01M, con agitacion constante, durante 30
min. El material no soluble se elimino por centrifugacion a -
15000 r.p.m. (23.000 x g) durante 20 min., sometiéndose el so-
brenadante a dialisis en membrana de celofan frente a buffer -
Tris-ClH 0.005M, con agitacién y flujo continuo de buffer, du-

rante 15 horas.

El precipitado que aparece durante lo didlisis se -
elimind por centrifugacion a 12000 r.p.m. (15000 x g), durante
20 min. En tales circunstancias se obtiene una solucion de in-

tenso color rojo oscuro.
3.1.2.~ Adsorcion sobre DEAE-celulosa.

_ Al preparado anterior ~aproximadamente 150
ml:- se agrego solucion BM de ClNa hasta‘conseguir una concen-
tracion final 0.2M en Cl . La solucion obtenida se pasé enton-
ces a través de una columna (3.8 x 4 c¢m) de DEAE 23-celulosa,
previamente equilibrada con buffer Tris-ClH 0.15M hecho 0.08M
en ClNa, lo que corresponde.a una concentracién final 0.2M en

Cl™. El flujo utilizado fué de 0.5 ml./min.

La ferredoxina queda, junto con otros pigmentos, fi-

jada cuantitativamente por el cambiador en la zona superior de

76



le columna, en formea de una franja ancha de color pardo oscuro.
Se procedié entonces @ arrastrar de la columna el moterial no

fijado haciendo pesar un flujo de 1 ml./min. buffer de equili-
bracién de lo columna, hasta que se registré en el eluido una

absorcién a 280 nm. baja y constante, del orden de 0.1 . Des--
pués de este lavedo -aproximadomente unos 550 ml.~ la banda ro
ja gue contiene la ferredoxina aparece por debajo de otra par-

duzca, siltuada en la cape supericr del lecho de celulosa.

Se procedié entonces @ una elucidn gradual de la fe
rredoxina con el mismo buffer Tris-ClH 0.15M, incrementando su
consentracién en Cl7 nheciéndolo sucesivamente O.11M y 0.14M en
ClINa, lo que corresponde a concentraciones finales en Cl™ de =
0.23M y 0.26M, respectivemente. De coada una de éstas soluciones
se emplearon 120 mi., @ un flujo de 0.5 ml./min. En estas con-
diclones la banda roja correspondiente a la ferredoxina se des
plaza poco @ poco hacla le zona inferior de la columna, hacién
dose entonces la elucidn definitive con 40 ml. de buffer Tris-
CLIH 0.3M, 055M en ClNa, coirespondiente a una concentracién fi
nal en C1~ O .8M. Este r@pido incremento de la fuerza 16nica pro
duce la elucién inmediata de le ferredoxina, que se fué reco--
glerido en frocciones de peguero volumen hasta que =por control
continuo de lo absorcién o 280 nm - se comprobd que habia sido

desplazada del lecho del combiado:.
3.1.3.- Cromotogiafio sobre DEAE~celulosa.

El eluido del paso anterior -aproximadamente
35 ml.- se diluyé con 2.5 vollmenes de agua dest. y se hizo pa
sar a un flujo de 0.5 ml./min. ¢ través de una columna =~ =
(2.5 x 20 em. pare lo ferredoxina de espinaca, y 2.5 x 30 cm.
pare la de lechuge) de DEAE 52-celulosa, equilibrede previa

mente con buffer Tris-ClH ©O.15M pH 7.3 wadicionedo de ClH hasta
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una concentracion 0.20M en Cl . Igual que en el peso anterior

ia ?efredokihd QUedc fijada en el extremo superior de la colum
na. La elucion se realizo estableciendo un gradiente continuo

y lineal de cloruro en buffer Tris-ClH 0.15M, entre las condi

ciones de equilibracion 0.08M en ClNo y una concentracion fi-

nal 0.25M, correspondiente a 0.37M en Cl . Se utilizaron para

establecer el gradiente 300 ml. de cada una de las solucio--

nes, continuandose despues la elucién con la solucion concen-

trada 0.25M, hata que la banda correspondiente a la ferredoxi

na emergia de la columna. Lo elucidén se efectuo al mismo flujo
anterior, recogiéndose fracciones de W ml. y combinandose -

aquellas con razoén de absorciones A 422 nm/A 274 nm superior

a 0.2.

3.1.4.- Concentracién sobre DEAE-celulosa.

El eluido anterior se diluyd con dos veces
su volumen de agua dest. y se hizo pasar a un flujo de 0.5 -
ml./min. por una pequefa columnade lecm de’él%ura x 3em de diéme
tro de DEAE-52 celulosa, previamente equiiibroda como las an
teriores en buffer Tris-ClH 0.15M, 0.08M en ClNa.

Toda la ferredoxina quedo fijada como una nitida ban
da roja en la zona mas olta de la columna, de donde se eluyo -
al mismo flujo con Tris-ClH 0.3M,0.55M en ClNa. De esta forma
queda la ferredoxina recogida en un pequefio volumen entre 5 vy

10 ml.
3.1.5.- Filtracion por Sephadex G-75.

La solucidén concentrada del paso anterior -
se filtré a un flujo de 0.3 ml./min. por una columna (2.5 x -
80 cm.) de Sephadex G-75, equilibrada con anterioridad en bu-

ffer Tris-ClH 0.0IM pH 7.3 La elucion se efectud con el mismo

buffer y flujo anteriores, recogiéndose el eluido en fraccio--~
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nes de 10 ml.

Las feaccione ue presentaron rdzo A A
s twacc es ¢ presentaron nes 422nm/ 274nm
mayor de 0.4 se reunieron y dializaron durante und noche fren
te a buffer Tris=ClH 0.005M con agitacién y flujo continuo con
tinuo de buffer. Finalmente, dicho dializado, se liofilizé con
servdndose comoc tal heste su uvtilizacién bajo atmésfera de ni
trégero a =109 C.
3.1.6.~ Cristalizacidn.,

Se lievo a cabo en sulfato aménico, elcan--

zéndose las condiciones criticas de concentracién adecuadas -

por diGlisis en membrana de celofén (159).

Esenciclmente el método consiste en sumergir en la
solucién precipitante adecuada -en este casc solucidn concen-
trada de sulfeto aménico- una célula de didlisis que contiene
la solucién protéica @ crisielizar. Le concentracidn de sulfa
to aménico en el interior de la célula se va elevando gradual
mente, hasta clcanzor el punto critlco enique se 1nicia la -

cristalizacién de le proteina.

Hey gue ilndice: le inconvenlencia de usar soluciones
de agente cristolizante de concentracion muy superior a la mi
nima que yo inicia el proceso de cristalizacién, ya que se cum
ple el principic de que cuanto menor es el grado de supersaty
racién menor es el nimero de cristales gue se forman y mayor
es el tomafo de éstos. Por ello lo més conveniente, si se des
conoce el punto critico, es iniclar el proceso con concentra-
ciones no demasicdo eltas de sulfato aménico, e ir aumentando
progresivamente éstas hasta aparicion de opalescencia, en cuyo
momento podemos considerar estamos en la situacidn Sptima. Co
mo células de difusién se emplearon tubos de vidrio de 10 x

>z

0.5 cm. de diémetro intericr, unc de eluyos extremos se cubrid
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con un trozo de membrane de celofdn. Esta ha de hacer un clerre
hermético,lo gue se consigue aplicéndola bien a las paredes del
tubo con un aro eldstico de goma de silicono,de unos 3 mm.de an
cho.La célula,con su extremo cerredo hacie abajo,se dispuso ver
ticelmente dentro de un peduefic vaso de precipitados,de tal for
ma gue la membranea de celofén quede @ una distancia de unos 2.5
cm. del fondo;en este espacio se sitia la pieza de hierro teflo
nado de un agitador megnético,sobre el cual se dispone todo el
conjuto,aceleréndose asi le difusién y reduciéndose el tiempo
de consecucién del equilibric (Fig.4).El liofilizaedo de ferredo
xina del paso anterior se disclvié en unos 0.5 wml. de agua dest.
hasta obtener une solucién concentrada de la misma.Le solucidn
se centrifugé en frio @ 9000 r.p.m. (10000 x g) durente 15 min.,
para separar trazas de meteriel no disuelto, y el sobrenadante
se pasé, con la ayuda de un estiron, el interior de la célula
evitando la presencie de burbu)jas sobre la membrana.Finalmente,
se cerr6 el extremo superior del tubo con "Parafilm".

Lo célule se coloce en la posicién antes indicada -
en el i1nterior del veso, en el gue previamente se habia coloca-
do, hasta una clture de 4 cin.,solucién de sulfato amenico al 80%
de saturecion a 4% (C, 1iniciéndose el proceso una vez puesto en
marcha,de forme suvave,el ogitador. Es fundamentel que no queden
atrapedes burbujas por debejo de lo membiana de celofén,lo que
impediria una difusién libre.Pesedas 24 horas se sustituyd la
solucién al 80% de saturecién por otra al 90% y,como @ las 24
horas el interior de le celule permanecie préacticamente trans-
parente,se hizo un nuevo cambic @ uno solucién al 95% de satura
cién.

En estas condiciones,al cobo de 24 horas empieza a
observaise un enturbiemiento en el interior de la célula,que es
méximo o los 3 diaes, momento en gue ya se manifiesta un aperen

te sedimento deposituodo sobre le membrana. Se pasd entonces,con
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ayuda de un estizén,el contenide de lea célula @ un pequefio tubo
de centrifuge, y se centrifugé en frio & 9.000 r.p.m.(10000 x g)
durante 15 min. De esta forme se obtuvo un sedimento de crista-
les, que fueron visuelizedos con luz naturel y polerizedos a =
distintos aumentos en un micrescepio ULTRAPHOT II POL (Carl "=-

Zeiss)provisto de cémora fotogrdfica CONTAFLEX.

La mesa de materiel cristelizede se recoglé y secd
a vacio sobre pepel Wnatman n?l en un pequefio filtro de Willste

tter,conservéndose con plenes e@ctivided bejo nitrégeno a =102 C,
3.2.~ Reactivos.

Todes los sitemas buffers emplesdos a lo lergo del
proceso de purificacion son Tris-ClH pH 7.3 de molerided varia
ble,y adicionados o rno de cloruroc soedico hasta le concentracién
final en cloruros adecueda.Se prepararon por dilucién de una so
lucién madre Tris=ClH 0.3M,haciendo luego,si es neceserio,un a
juste @ pH 7.3 con solucién de Tris o clorhidrica.Para los ajus
tes posteriores en cloruro hey gue tener en cuenta que ésta so
lucién 0.3M es de 0.24M en C1 .

- Buffer Tris=ClH O.30M pH 7.3.
Tris 0.6M (72.648 g./1. de Tris,calided Merck P:@.) o « o &
s % » 6« s o & o &« 5 & s o DOOmls
CiH aprox. 0.6M (49.8 mi./i. de ClH fumente d=1.19, calidad
Merck p.a.) . o « « « » . . 370 ml.

Se ajusta el pH con la solucion clorhidrica, y se
lleva a 11. con aegue dest.

- Buffer Tris-ClH O0.0TM pH 7.3.

Se prepara por dilucién el 1/30 del buffer 0.3M.
- Buffer Tris-ClH 0.005M pH 7.3.

Se prepara diluyerndo al 1/60 el buffer 0.3M.
=Sol. 5M de CliNa.

292.5 g./1. de CiNa, calidad Meick p.o.

82



- Buffer Tris-ClH 0,15M pH 7.3,0.20M en C1™.
Diluizr el 1/2 el buffer 0.3M y disolver 4.68 g./1. de ClNa,
calidad Merck p.a.
- Buffer Tris~-ClH 0.15M pH 7.3, 0.23M en -
Cc1™
Diluir @l 1/2 el buffer 0.3M y disolver 6.435 g./l.de ClNa,
calidad Merck p.a-
~ Buffer Tris-ClH 0.15M pH 7.3,0.26M en Cl1™.
Diluir ai 1/2 el butfer 0.3M y disolver 8.190 g/1 de ClNa, ca
lidad Merck p.a.
- Buffer Tris=ClH 0.3M pH 7.3,0.8M en C1™.
32.76 g./1. de CINa, calided Merck p.a., en el buffer indica
do.
- Buffer Tris=ClH 0.15M pH 7.3,0.37M en C1™.
14.6 g./1. de CiNa, colided Merck p.a.,en el buffer indicado.

-~ Sol. de sulfato aménico al 80% de satura
cion a 42 C.

Preparar una solucién sobrescturada e 42 C disolviendo 72.5 g.
de sulfeto amonico, celidaed Meick p.a.,en 100 ml. de agua dest.
mantenida @ dicha temperatureo;dejer reposar le solucién durante
una noche en camecra frigorifica @ 49 C.Alcanzada la saturacién -

deben guedar ain cristales de sulfato aménico sin disolver.

La solucidén saturada al 80% se prepara a partir de
ésta diluyéndola con agua dest.a¢ 42 C,en la proporcién 4:1 v/v.
= Sol.de sulfato aménico el 90% de saturacién
a 42 C,
Se prepaie o partir de la sobresaturada enterior por dilucién
; con agua dest.a 492 C en lo proporcién 9:1 v/v.
- Sol. de sulfeto aménico al 95% de satura

AT ¢

cion 4 &£= L.
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A partir de le sobresaturada anterior diluyéndole con agua

dest. @ 42 C, en la proporcién 19:1 v/v.

- Preparacién de DEAE 23-celuloso equilibra
da en buffer Tris-ClH 0.15M pH 7.3, 0.08M en ClNe (0.20M
en C17).,

Se utiliz6 DEAE 23-celulosea tibrosa y exenta de "fi
nes", calidad Watmen. La centidad @ treter se deducird sobre =
la bose de que por cada ml.de lecho se necesitan, aproximadamen

te, 0.15 g. de cambiador seco.

Suspender la centidad necesaria en 15 partes (p/v)
de ClH O.5N, menteniendoc el conjunto hien mezclado con agita--
dor magnético durante 1 hora o la temperatura ambiente. Esta =
suspensidn se pasa a un filtro Buchner preparado con papel =
Schleircher=Schull 2043 b, y se escurre o vocio, lavandose a =
continuacidn con ogua dest. abundonte hoste que los filtrados
den un pH alrededor de 4. Suspender chora el combiador en 15 =
partes (p/v> de NoOH O.5N, y mentener con agitacidén durante 30
min.; decentar el sobrernodante y suspender de nuevo, en condi=
ciones andlogas, con otras 15 portes de elcoli. Se posa la sus
pensién a un filtro Buchner igual al anterior, se escurre a va
do y se love obundantemente con agua dest. hosto pH préximo a

la neutralided-

El equilibrado se inicia suspendiendo la DEAE=-celu=
losa asi tretedo ern volumen suficlente de buffer Tris-ClH 0.15M
pH 7.3, 0.08M en ClNa, con egitacién durante 15 min, Decantar
el sobrenadante y repetir el tratamiento verios veces hasta =
que el sobrenadante tenga el mismo pH que el buffer de equili¥
brio. Normalmente cinco tratamiertos de este tipo son suficien
tes para ello, mientras gque las sucesivas decantaclones permi=

ten, ademés, eliminar los "fines" que se hayen podico originar
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durente les fases de sgitacion. Un desgasado final @ un vacio,
con agitacién,de 50 mm. de Hg haste gue no se desprendan bur-
bujos, dejo la suspensién del cambiador liste pera proceder al
llenado de las columnes.Este cambiador se usé una sole vez,ya
gue por tiatarse de uno de los primeros pasos del proceso de -
purificecioén, guedobe muy conteminado con material orgédnico di
ficilmente leavable.
~ Preparecion de DEAE 52-celulosa equili-

brade en buffer Tris-Clh O.15M pH 7.3,0.08M en CiNa (0.2M en

CL7).

Se empled DEAE 52-celulosa microgranular y prehume-
decida,calidod Weotmen, gue, e causa de no haber sufrido ningdn
proceso de secodo durante su elaboracion ésta, por un lado,exen
ta de “fines” y, por otio, no necesita previo tratamiento de -
reciclado.Le cantidad a emplear en cada caso.viene definida -
porgue un ml. de lecho necesite, aproximadamente, 0.7 g. de cam
biador. Por lo demés, el proceso de equilibrado se lleve a ca-
bo de forme andlogo ¢ lo descrito pore el tipo DEAE-23. Este
cambiador se Us6G repetidos veces sometiendolo, une vez evacua-
do de la columno, @ un proceso de reciclado y equilibrado se--

gin se descrlibe anteriormente.

- Preparacién de Sephadex G=75 equilibrﬁ-
do en buffer Tris-ClH 0.01TM pH 7.3 .

Hemos uvtilizado Sepnadex G-75 normal, calidad Phar-
macia (Uppsela), un gramo del cual suministre,una vez hinchado,
de 12 & 15 ml. de lecho. Pare el hinchado y equilibrado se sus
pende la centidad necesaria de Sephadex en 10-12 veces (p/v) -
del buffer indicado, y se lleve a vafio maric con agitacién du-
rante 3 nhoras. Pascdo este tiempo se deja enfriar, se desgasa
a vacio hasta que no desprenden burbujes, y se procede al lle

nado de le columna.



I1.- CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LAS FERREDOXINAS DE ES
PINACA Y LECHUGA.,

Como se dijo anteriormente, ombas ferredoxinas han
sido estudiacdas en perolelo a titulo comperativo, y como test
de validez de las técnicas uvtilizadas, o la luz de los propie~

dades profusamente descritas de la ferredoxino de espinaca.

1.= Espectro de obsorcién visible-UV.

Se llevaron a cobo en un espectrofotometro de doble haz vi
sible-UV, Perkin-Elmer, mod. 124, provisto de lémpare de tungs
teno para el visible y de deuterio paro el ultraviolete, con un
rango de longitudes de onda entze 220 y 700 nm., y cembio de =
lémpara a 370 nm. La anchure de lo ventana espectral fué de 1
nm., y la velocidad de barrido de 60 nm/min. en el sentido de
mayor a menor longitud de onda.

Hemos utilizado cubetas espectrofotométricas de Su=-
prasil para UV lejono, con précticamente nule absorcion hasta
220 nm., de 10 mm. de poso 6ptico. El espectro fué recogido en
un registraedor potenciométrico de 10 mV, con 24 cm. de encho =
de carta utilizando velocidades de registro de 20 mm/min., o =
de 60 mm/min. para motizer detalles. Con el mismo fin se utili
z6 a veces uneo ampliccién de escala x 2.

Las soluciones de ferredoxina de espinace y lechuga
se prepararon por disolucidn en oguo dest. de los liofilizados
respectivos, hasto una concentracién correspondiente a una lec
tura a 422 nm. del orden de 0.5 unidedes de absorcién. Como ' =

blanco se utilizé siempre oague dest.

El espectro de las ferredoxinos reducidas se obtuvo
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por reduccidn total de las mismas con un ligero exceso de di=
tionito sodico, en anaerobiosis en cubeta Thumberg. Por sucesi
vas admisiones de aire en la cubeta se obtuvieron situacipoes
de reduccion parciael, hasta recuperacidén total de la forma oxi
dada de partida. La metdodica seguida se describe con detalle en
el epigrafe 4.1.2. de la determinacion del potencial de dxido-

-reduccion.

Una reduccion total de tipo irreversible se consi--
guio en las mismas condiciones anteriores aumentando @ 2§}Ll.el,
volumen de solucion 0.1M de ditionitoc. En cada una de estas si
tuaciones se efectud un registro de la zona visible del espec-
tro, calculandose para la situacion de total reduccion, rever-
sible, el porcentaje de perdida de extincion de los maximos es

pectrales.

2.- Coeficiente de absorcion molar.

Independientemente del valor intrinseco de esta constante
como dato caracterizador de las ferredoxinas, la hemos sistema
ticamente utilizado como elemento controlador de la concentra-
cion de material empleada en cado determinacion. Este dato re-
sultaba dificilmente mensurable por simple pesada del material
s6lido liofilizado, dada la escasez de éste y la pequefa canti
dad uvtilizada en cada ensayo, por un lado, y la higroscopicidad

de los liofilizados, por otro.

La determinacion se ha hecho a 274 y 422 nm., longi
tudes de onda, clasicamente utilizadas parae les ferredoxinas -

por presentar en esa zona sendos maximos de absorcion.
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2.1.- Metodica.

Se emplearon para la determinacion sendos lotes de
ferredoxinas de espinaca y lechuga disueltas en buffer Tris -
~ClH 0.005M pH 7.3, procedentes del ultimo paso del proceso de
purificacion y, en consecuencia, totalmente exentas de cualquier
impureza. En ellas se determino con toda rigurosidad las absor
ciones a 422 y 274 nm. en cubetas de cuarzo de 1 cm. de paso -

o6ptico, utilizando como blanco el mismo buffer de disolucion.

Alicuotas de estas soluciones exactamente medidas -
-del orden de 40-50 ml. en razon a su contenido en ferredoxina-
se concentraron por liofilizacion en matraces de rotavapor, (=~
transvasandose entonces cuantitativamente el contenido por re-
petidos lavados con agua dest. a pequefios tubos de liofilizae=-
cion previamente ‘taredos con exactitud. Se volvio a liofilizar
pesandose de nuevo y obteniéndose por diferencia la cantidad de
material seco liofilizado. Deduciendo de estg¢ volor el peso de
buffer Tris-ClH correspondiente al volumen de partida, se obtu

vo la cantidad de ferredoxina disuelta en él.

El peso de Tris=ClH se calculo sobre la base que -
1 ml. de buffer 0.005M pH 7.3 contiene 0.75 mg. de material sé

lido tamponante.

El coeficiente de absorcion molar vendra dado por -

la expresion:

coeficiente de absorcion molar a la longitud de ondc)\.

&\

volumen de partida de la solucion de ferredoxina (en ml.)

<
1}
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p peso de ferredoxina en el volumen V (en gramos).

A)\z absorcién de la solucién de partida a la longitud de onda]\
PM

peso molecular de la ferredeoxina.

Ll

3.- Determinacion del punto isoeléctrico.

El punto isoeléctrico de las ferredoxinas se determiné uti
lizando la técnica de electroenfoque en gradiente de densidad

(160), modificada a nivel de micrometodo por Behnke y col.(161).

Se llama electroenfoque al proceso que tiene lugar
cuando una molecula cargada se somete a un campo eléctrico en
un medio en el que previamente se ha establecido un gradiente
de pH. Una proteina incluida en ese medio, y que tenga un pun-
to isoelectrico comprendido entre los limites del gradiente, -
adquirira una carga que provocara su emigracion y localizacion
final en la zona de su pH isoelectrico.

"Qn_

El gradiente de pH se consiguecon las llamadas :
folinas", contituidas por mezcla de diferentes acidos alifatieos
poliamino - polacarboxilicos, de bajo molecular y gran difusi-
bilidad, con puntos isoelectricos distintos y proximos, de tal
forma que dibujan un espectro continuo de pH entre limites pre
seleccionados. Al principio del desarrollo electroforéetico se
encuentran todos mezclados, definiendo el pH medio de la mezcla;
pero gracias a su gran difusibilidad,al poco tiempo de pasar -
la corriente, cada molecula habraremigrado segin su pK hasta al
canzar una posicion determinada, estableciéndose un gradiente

de pH entre los limites requeridos.

Por supuesto que el margen de pH seleccionado habrad
de englobar al valor de punto isceléctrico de la sustancia a -

testar, y en el coso de que se desconozca serd necesario efec-
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tuar ensayos previos con anfolinas de amplio margen. Cuanto mds
estrecho sea éste con mas exactitud quedara definido el punto
isoeléctrico de la sustancia ensayada, pero en contrapartida =
mas tiempo y condiciones mas drasticas de voltaje requerird la
focalizacion, lo que en el caso de sustancias labiles, como -

las ferredoxinas, representa un gran inconveniente.

En el electroenfoque en gradiente de densidad,el -~
proceso de electroforesis se realiza en medio liquido, y la es
tabilizacion anticonvectiva,en la columna en que se desarrolla
el proceso,se consigue estableciendo un gradiente de sacarosa,
de concentracion creciente desde el extremo superior al infe==

rior de dicha columna.

En la practico el graodiente que se establece es li-
neal, lo que se consigue mediante un dispositivo de mezcla con
tinua de las soluciones que definen los limites inferior y su-
perior de concentracion de sacarosa. A estas soluciones se in-
corporan, ademds, las anfolinas y, frecuntemente también, la -
muestra @ ensayor . Con el gradiente formado se van llenando
las columnas de desarrollo, que en la microtécnica utilizada,-
son pequenos tubos de vidrio de 8 mm. de diametro y 15 cm. de
longitud, lo que permite economizar muestra y, simultaneamente,

disminuir el periodo de desarrollo.

Por otro lado, para proteger las anfolinas y la. ==
muestra del contacto directo con los electrodos, que puede pqg_
ducir una oxidacion en el anodo y una reduccién en el cdtodo,
se interponen entre estos y el contenido de la columna las lla
madas "soluciones de electrodos™: un dcido y un Glcali diluidos,
en el anodo y catodo, respectivamente. Finalmente, como sopor-
te de la vena liquida de los tubos se utiliza una zona semipo-

rosa de poliacrilamida, que para mayor consistencia se hace ge
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lificar en un ensanchamiento en bola de la parte inferior de -

los tubos.

Los desarrollos se efectuaron en una cubeta cléasica
de electroforesis "en disco” de poliacrilamida, capaz de alber
i —

gar 8 tubos, con el anodo en la parte inferior y el catodo en

la superior.
3.1.- Metodica.

Colocados los tubos en posicion vertical, y cerra--
dos los extremos inferiores con un trozo de "Parafilm"”, se -
lleno el bulbo inferior con la solucion gelificante, hasta una

adtura aproximada de 20 mm.

Cuando se ha conseguido una gelificacién completa -
- unas dos horas- se retirac el parafilm y se procede a equili-
brar el gel frente a la solucion acida anodica del electrodo -
inferior de la cubeta, llenando el tubo y manteniendo su extre

mo inferior sumergido en la misma.

De este modo al cabc de una noche queda asegurada -

la conductividad o traves del gel.

Se evacua la solucion anodica de los tubos y se la=-
van estos repetidamente con agua dest. hasta la eliminacion de
la acidez y, vueltos a colocar en posicion vertical, se procede
a llenarlos con la solucién gradiente de sacarosa, conteniendo
anfolinas con margen de pH 3.5 - 10 y la muestra de ferredoxina.
Para ello se dispusieron en el dispositivo mezclador (Fig.5) -
2.8 ml. de las soluciones ligera y densa, con la ferredoxina -
incorporada a la primera y las onfolinas a ambas; de esta for-
ma se consigue un volumen final de 5.6 ml., suficiente para el
llenado de la columna, quedando unc altura libre de 1 cm. en -
la parte superior. La concentracion de anfolinas final resulta

ser de 2.1%, suficiente parc una buena definicidén de pH, quedan
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do el gradiente de sacarosa establecido aproximadamente entre

las concentraciones 10 y 35%, la cantidad de muestra incorpora

da fue de 0.5 ml. de una solucion que dié una A = 148 &
422 nm.

Esta operacion se efectuo a 42 C, con las soluciones previamen

te enfriadas a dicha temperatura.

Los tubos de desarrollo se montaron cuidadosamente
en la cubeta de electroforesis, en la que se dispusp en el tan
que inferior la solucion anodica acida, y en el superior la ca
todica alcalina, teniendo especial cuidado con esta Ultima de
no alterar la superficie del gradiente de sacarosa creado en -
el interior de los tubos. El desarrollo electroforético se -
efectuo a 42 C, con una tension de 200 V, lo que en los momen-
tos iniciales representa un pgso de corriente de 2 mA por tubo,
valor que va disminuyendo progresivamente con el tiempo, hasta
casi llegar a anularse al final del proceso. La focalizacién -
de la ferredoxina en una banda mas o menos nitida es aparente
a simple vista, y se consigue al cabo de unas 4-5 horas; sin -
embargo, parte del material se desnaturaliza durante el proce-
so, quedando distribuido por la columna en forma de bandas al-

godonosas.

Una vez desconectados los electrodos y retirada la
solucion del tanque superior, se dispusieron cuidadosamente =~
las columnas en un soporte vertical, procediéndose inmediata--
mente a la elucion perforando el gel con una aguja hipodérmica
conectada a un tubo capilar de teflon. Esta operacidon hay que
efectuarla con sumo cuidado, pero rapidamente, ya gue una vez
detenido el paso de corriente,las bandas focalizadas tienden a
difundirse, mientras que el material insolubilizado empieza a

flocular distorsionando el focalizado en zonas inferiores.

La elucién se realizé a un flujo de 0.4 ml./min. -
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por medio de une bombe peristéltice (Pharmacia, Uppsala), reco-
giéndose fracciones de 0.4 ml. Diluidas éstas a un volumen final
de 0.8 ml. con agua dest. se efectudé la lectura espectrofotomé=-
trica a 422 nm. para le localizacidén de la ferredoxina, mientras
gque el pH de cada freccién se determiné por lectura al pH-metro
¢ la misma temperatura a la que se efectué la focalizacién elec
troforétice.

Los valores de pH se dispusieron en las ordenadas -
de un sistema coordenado, frente a los correspondientes volime-
nes de elucién en abcises, calculandose,con la serie de pares de
valores, la recta de regresién. Por interpolacién en ésta del -
volumen de elucion de las ferredoxinas se determinaron los pun-

tos isoelétricos de las mismas,
3.2.- Reactivos.

- Sol. de acrilamida-bis~acrilamida, razén
41/1.
Disolver 3 g. de acrilamida, celided BDH, y 0.0734 g. de
bis-ecrilemide, calided BDH., en agua dest. hasta un volu-

men final de 10 ml.

- Sol. aceleradore de la polimerizacidn.
LLevar 50 1. de dimetilamino-propionitrilo, calidad BDH,a
10 ml. con agua dest.

- Sol. catelitica.
14 mg.de persulfato eménico, calided BDH, se disuelven en
agua dest. hasta un volumen final de 10 ml. Preparar cada

vez,

- Preparacién del gel al 7.5% de acrilami-
da.

Mezclar los siguientes restictivos:
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Sol. acrilamida-bis (41/1) . . . . . . . . . . . . 2 ml.
Sol. aceleradora de polimerizacion . . . « « o « « 1 ml.
Agun desE. ¢ « x » v e 5 v ow B ow w W wow w ow ow w x B e

Desgasar al vacio y, entonces, agregar:
Sol. catalitica . « « « ¢« =« ¢ ¢« ¢« o ¢ « « ¢ « « o 4 ml.

- Sol. del electrodo anodico.
Acido fosforico del 85% d= 1.70, calidad Riedel p.a., al

3% (v/v).
- Sol. del electrodo catoédico.
Trietanolamina, calidad Merck p.a., al 3% (v/v).

- Sol. ligera de anfolinas y sacarosa -

(10.7%) .
Disolver los siguientes reactivos:
Anfolinas al 40% rango de pH 3.5-10, calidad LKB. . 0.25ml
Agua deste « s o s« s« o » s o s s« » » « « = © & « » 2«19ml

Sacarosa, calidad Merck paro gradientes. . . . . . 0.3 g.

Agregando entonces 0.5 ml. de la solucion de ferre-

doxina a testar, se obtiene un volumen final de 2.8 ml.

- Sol. densa de anfolinas y sacarosa
(35.7%)
Disolver los siguientes reactivos:
Anfolinas al 40% rango de pH 3.5-10, calidad LKB. . 0.25ml.
Agua dest. . . C e e e e e e e e e e e e e .. .0.85ml.

Sacarosa, calidad Merck para gradientes . . . . . . 1.0 g.

Se obtiene asi un volumen de 2.8 ml. de solucién.

4 .- Potencial de oxido-reduccion.

Los potenciales redox de las ferredoxinas se determi
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naron por comparacion con el del colorante metilviologeno, se
gtn el metodo de Vetter y Knappe (162), modificado para este -
tipo de compuestos por Yoch y Arnon (86) .

El método se basa en que, en condiciones comunes de
pH compatibles con su estobilidad, la reaccién entre dos siste
mas redox distintos evoluciona hasta alcanzaf un estado de equi
librio en el cual ambos han adquirido el mismo potencial. Para
los sistemas metilviologeno y ferredoxina el valor de este po-

tencial vendra dado por las expresiones:

- E .[Mvoxd]
o
[ﬂvred]

LFeIred
xd:l
e I—Ferred _J
red.

en las que:

E = potencial de ambos sistemas en la situacion de equilibrio.
E = potencial redox bioldgico normal del sistema metilvioldgeno,
que al pH 7.7 de la experiencia es -446 mV (162).

R = constante general de los gases.

T = temperatura, en grados absolutos, en que se verifica la ex
periencia, y que en nuestro caso fué de 252 C.

n = cambio de valenciao para el sistema MV - MV igual a

oxd. red.,

;

n'= cambio de valencia para el sistema Ferred,oxd-—Ferred. d

. .y

admitido” ser igual a 1 para todas las ferredoxinas descri-

y {
tas haste el momento {6).
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= numero de Faradoy.

Lrvo d.| Y fhvred

y reducido en la situacién de equilibrio.

= concentraciones de metilviolégeno oxidado

Lferrd oxd ljerredw eé] = concentraciones de ferredoxina -

ox1da a y reducida en la situacidn de equilibrio.
Eé = potencial biologico normal de la ferredoxina, a determinar.

En la situacion de equilibrio se cumplird:

Ewoxd ] . [Ferred oxd. 1
[- ed:] F ‘ Ferred. {]

expresion que finalmente queda en la siguiente forma:

EW ‘]E:erred ]
E! = -0.446 + o eded  T1)
o V

(M red1 Lrerred oxq:]

En la practica, una mezcla aproximadamente equimole

-0.446 +

culer de metilviologeno y ferredoxina se somete en atmésfera:-
anaerobia a una reduccion total con ditionito, reoxiddndose -
después paso a paso por repetidas admisiones de aire.Es funda-
mental emplear sélo un pequefio exceso de.ditiénito, ya que con
centraciones altas de éeste pueden inducir una dréastica reduccién,
con desorganizacion irreversiblede la molécula de ferredoxina.
Después de cada admisidén, y previo un periodo de equilibramien
to, se determinan las concentracionpes de las formas oxidadas y
reducidas del colorante y ferredoxina.Esto se consigue basdndo
se en que el metilviolégeno oxidado no presenta absorcién en -
el visible, mientras gue en forma reducida muestra un maximo -

a 740 nm. {(Fig.6),  longitud de onde a la cual la ferredoxina
AN ¥ o
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en cualquiera de las formas presenta una absorcion despreciable.
Por otro lado, la ferredoxiha oxidada presenta un maximo a 422
nm., que desaparece al pasar a forme reducida. En conjunto, el

proceso conlleva los siguientes pasos previos:

a) Determinacién de la razén de absorbancias A74O/A422 para el

metilvioldgeno reducido.

b) Determinacién de la diferencia de absorciones a 422 nm. en-
tre las formas completamente oxidada y reducida de la ferre

doxina, por unidad de absorcion de la forma oxidada:

£ Aferredooxd, - Aferrede;ede

AFerredmoxdb

Ademas, una vez preparada la mezcla de reaccién:

c) Determinacién de la absorcién de la ferredoxina oxidada a -

422 nm.

Y una vez alcanzada la situacion de equilibrio:
'd) Dosificacién de la concentracién de metilvioldgeno reducido

por lectura espectrofotométrica a 740 nm.

e) Célculo a partir del factor obtenido en el epigrafe (a), de
la absorcioéon a 422 nm. correspondiente al valor obtenido en

‘el apartado anterior.

f) Determinacién de la absorcién a 422 nm. de la mezcla en equi

librio.

g) Deduccién del valor anterior,del correspondiente al metilvio

légeno reducido, calculado segin se indica en el epigrofe{g).

h) Calculo del valor f del epigrafe (b) para la situacién de -
equilibrio, usando los valores de absorcion a 422 nm. de la

ferredoxina totalimente oxidada -suministrado por la lectura
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indicada en el epigrafe {c)-, y de la ferredoxina en situa-

cion de equilibrio obtenido en el epigrafe (g).

i) Cémputo del tanto por ciento de ferredocina oxidada y redu-

cida a partir de los valores F y f calculados anteriormente.

4.1.~ Metodica.,

Analicemos rapidamente el proceso experimental de -

los pasos anteriores:

4.1.1.- Determinacion de la razén de absorciones -

A740/A422 del metilvioldégeno reducido.

Se uso una solucidén 0.1 mM de metilviolége-
no en buffer Tris-ClH pH 7.7, condiciones andlogas a las que -
luego se utilizaran en la determinacién del potencial redox. -
De ella se colocaron 1.5 ml. en el compartimento principal de
una cubeta anaerobica tipo Thumberg de 10 mm. de paso éptico,a
cuya tubuladura lateral se adapto un trozo de 4 cm de goma vir
gen de vacio. Se colocaron luego 10/Llc de solucioén reductora
de ditionito en el depésito lateral, y se llevé el conjunto a
congelar a -122 C en el compartimentto  congelador del frigori-

fico.

En estas condiciones se puede efectuar a través de
la goma lateral un vacio del orden de 10 micrones, alcanzado el
cual se sello la cubeta cerrando la goma con una buena pinza de
Hoffman. Se descongelo el conjunto por inmersién del cuerpo =
principal de la cubeta en bafo termostatizado a 252 C y, una -
vez alcanzada éste temperature se procedié a mezclar por inver-
sion el contenido de ambos compartimentos . Inmediatamente la
masa liquida toma una coloracién azul-violeta, determindndose
una vez transcurridos 10 min. los valores de absorcién a 740 y

422 nm. frente a un blanco de lo solucidn buffer de disolucidn
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del metilviologeno

Se procedio entonces a sucesivas admisiones de ali-
cuotas de 25 y1l. de aire, por inyeccién con microjeringa a tra
vés de la goma de vacio (Fig. 7); después de cada admisién se
agitd el contenido de la cubeta y, pasados 10 min. de equili--
bramiento, se volvieron o efectuar las lecturas de absorcién a
740 y 422 nm. El proceso se repitio hasta total decoloracidn —
de la solucion, obteniendose en cada caso la razén A74O/A422'
Como valor a usar de la misma se utilizé la media de todas las

determinaciones.

4.1.2.- Calculo de la diferencia de absorciones a
422 nm.de las formas oxidada y reducida, -
por unidad de ebsorcién de la forma oxida-

da de ferredoxina.,

Se prepararon soluciones de ferredoxina -
por disolucion de los liofilizados en buffer Tris-ClH pH 7.7 -
hasta una absorcion a 422 del orden de 0.95-1.00, lo que,de a-
cuerdo con los coeficientes molares de extincion,representa una
concentracion aproximadamente 0.1 mM. De ellas se colocaron 1.5
ml. en el compertiménto principal de una cubeta Thumberg, efec
tudndose una lectura exacta de la absorcién a 422 am. frente a
un blanco de buffer Tris-ClH. Se colocaron entonces 10/&1. de
la solucion de ditionito en el compartimento lateral y, una -
vez congelado, hecho el vacic v mezclado el contenido de ambos
compartimentos segun se describre anteriormente, se efectud -
una lectura a 422 nm. de la solucion decolorada, totalmente re

ducida, de ferredoxina.

Después de admisiones sucesivas de aire como se des

cribe para el metilvioldgeno, se volvieron a efectuar nuevas -

lecturaes o lo misme de onda, hasta recuperar la cbsor
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cion de la solucion inicial de ferredoxina oxidada. Finalmente,

se determino el valor F para el estado total de reduccion:

Aferredroxdg - Aferrgd red

Aferred.oxdh

Los valores de F correspondientes a las sucesivas -
admisiones de aire se calcularon como indice de una correcta -

. . © L . ¢ 2 ®
reversibilidad del proceso de oxido-reduccion de la ferredoxina.

4.1.3.- Determinacion del potencial redox biolégi-

co normal.

En una cubeta Thumberg se colocaron en el
compartimiento central 1.5 ml. de solucion 0.1 mM. de metilvio
légeno en buffer Tris-ClH pH 7.7 disolviendo luego en la misma
suficiente cantidad de ferredoxina liofilizada hasta obtener -
una absorcion del orden de 0.95-1.00 a 422 nm. Efectun; una -

lectura exacta de este valor frente a un blanco de buffer.

Colocar ahora 13)11, de la solucion de ditionito en
el brazo lateral y seguir una pauta analoga a la indicada ante
riormente; transcurridos los 10 min. de equilibramiento efectuar
la lectura de absorcion a 740 y 422 nm. frente al mismo blanco
anterior.LLevar a cabo ahora adiciones sucesivas de 25)&1, de
aire, y efectuar después de alcanzado el equilibrio lecturas a
740 y 422 nm., dando por concluida la experiencio cuando a 740
nm. la lectura sea prdcticamente nula, y a 422 nm. se obtengan

lecturas andlogas de la solucion de partida.

En cada caso se extrapolo la lectura a 740 Am. debi
da al metilviologeno al correspondiente valor a 422 nm., median

te el uso de la razon de absorciones A74O/A422 calculada ante-
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mente. Este valor se dedujo de la lectura efectuada a 422 nm.,
y con este diferencia correspondiente a lea absorcién de ferre-

doxina en situacidén de eguilibrio se computd el valor f:

A' H] ‘A &
£ ferred.oxd. ferred.equil.

A“Eerred.oxd.

Si llamemos M @ la ebsorcidén @ 740 nm. en estado de
total reduccién del metilvioldgeno, y M' @ la misma absorcién
en situecion de equilibrio, la centided de metilviolégeno redu

cido en este momento vendré@ dada por la expresidn:

% de metilvioldgeno reducido = 100 M

Anélogamente, el poicentaje de ferredoxina oxidada

en la situacion de equilibrioc sera:

% de ferredoxina oxidada = 100 f

Por aplicacion de la férmula I antes indicade se -
determiné el potencdal redox en cada situacién de equilibrio,
toméndose como definitivo el valor medio.

4.2.~ Reactivos.

-~ Butfer Tris-ClH 0.05M pH 7.7 .
Tris 0.1M (12.114 g./litro de Tris, calidad Merck p.a.) .

L] ® =) @ @ e e o [ ] < 9 (-] € - [ <o @ L] a € e ° L ] L] L] 50 ml o
ClH 0.IN (8.4 ml./litro de ClH fumante = 1.19, calidad -
Merck PoGe) o o = o « o e ¢ = « o« ¢ e c o o« « » + 36.6 ml.

Ajustar el pH y enrasar a 100 ml. concagua dest.

= Sol. G.1 mM de metilvioldgeno.
2.57 wg./100 ml. de metilviolégeno, calidad Sigma, en el

buffer anterior.
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-~ Sol, 100 M de ditionito sé6dico.
17.4 mg./ml. de ditionito sédico, calidad Merck, en agua
dest. recién hervida. Ha de usarse 1nmediatamente despues

de su preparacién.

5.~ Determinacién del peso molecular.

Se lievo a cabo por tres procedimientos:Centrifugacién en
gradiente de densidad, por contenido molor en hierro, y atendien
do a la composici6n en aminodcidos. Estos dos Ultimos se descri
ben més adelante, en los epigrafes dedicodos al contenido en =

hierro y composicion en eminoacidos de las ferredoxinas.

En cuanto al primero se efectua de acuerdo con la
técnica de Marti;m y Ames (163). La proteine e analizar se depo
sita sobre la superficie de un gradiente lineal de sacarose crea
do entre los limites prefijedos en el interior de un tubo de s
centrifuga, alconzando después de un tiempo de centrifugaciodn
suficiente una posicidon de equilibrio definide por su peso mole
cular. Este se calcula por interpolocion entre las posiciones
aleanzadas por proteinas standord edecuadas, sometidas a centri

fugacién en condiciones andlogas al problema.

Con este metodo se consiguen resultedos comparables
o los suministrados por lo ultrecentrifugacién anelitica cueando
de proteinas de peso molecular inferior a 50000 se trata.Sin =
embargo, con proteinas de baja mognitud molecular las posicio-
nes de equllibrio se tornon mencs preciscs debido @ la alto ta
sa de difusidén, obteniéndose esquemas de elucién con picos po-
co agudos, en los gue resulte o veces dificil determinar la zo
na de méximo concentracion protéica. No obstante, el método si
gue siendo vélido, sobre todo cuando no se pretende de él una

precisién extremada.
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5@1 o = Metédl@u @

Comprende tres momentos blen diferenciados: formacion

del gradiente, centrifugacion y elucidn.

5.1.1.= Formacién del gradiente.

Se uvtilizeron tubos de centrifuga de 5 ml.de
capacidad 6til, capaces de albergar los 4.6 ml. de volumen to*
tal del gradiente. Este se establecié enire concentraciones de
sacarosa de 2 y 10%,disvelta en buffer Tris-ClH 0.05M pH 7.3.
Un gradiente lineal entre ambas concentraciones se consiguild =
disponiendo en sendos recipientes cilindricos de 1 cin.de didme
tro interior,2.3 ml.de ambas scluciones limite de sacarosa.El
reciplente que contiene la solucidn dense presenta una tubula-
dura lateral,por la cual penetrando al flujo constante de 0.2
mlL./min.,suministrads por una bomba peristdltica,el contenido

del recipiente gue alberga la solucién ligera.

Ambas scluciones se van mezclando continuamente me
diante un peguefo agitador,constituido por un motor regulable
a cuyo eje se adapté un elambre de platinoe que penetra hasta -
el fondo del tubo de mezcle. EL drenodo de éste se inicia simul
taneamente al momento de llegada de la solucidén ligera a la den
sa, efectudndose por la parte inferior del tubo de mezcle a una
velocidad constante y flujo doble del de eperte de la solucién
ligera, lo que se consigue con una segunda bomba peristéltica
perfectamente calibrada.

El conjunto del dispositivo descrito se representa
en la figura 5. La idoneidad del gradiente asi formado se co=-
rrobord en ensayos prewios, en los Gue se adicioné hemoglébind
a lo solucién densa; en tales condiciones se establece, parale

lo al gradiente de sacarosa, un gradiente coloreado de hemoglo
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bina, cuya linearidad se pudo comprobar por elucion posterior
segun se indica mas adelante, con registro colorimétrico a 430

nm. en celula de flujo continvo.
5.1.2.- Centrifugacion.

Los tubos llenos, junto con el rotor de la
centrifuga, se llevaron a»éstabilizocién térmica en camara fri
gorifica a 42 C. durante un par de horas. Entonces se deposita
ron cuidadosamente las muestras sobre la superficie de los gra
dientes, usando para ello una microjeringa de las usadas en -
cromatografia gaseosa. Los volumenes de muestra depositados -
depositados fueron siempre de 0.1 ml., estando disueltos los -
problemas y standards en el mismo buffer Tris-ClH 0.05M pH 7.3

anterior.

Como standards se utilizaron citocromo C, de peso -
molecular 13300 y coeficiente de sedimentacion 520w=1.835, mio
globina, de peso molecular 18500 y Soow= 2.01S, y quimotripsi-
nogeno A, peso molecular 24200 y SZOW = 2.58S, todos ellos ca-

lidad Serva Feinbiochemica, a una concentracién del 0.1%.

Las muestras de ferredoxina de espinaca y lechuga -
se prepararon disolviendo en dicho buffer los correspondientes
liofilizados, también a una concentracion aproximada del 0.1%,

lo que corresponde a una absorcion a 420 nm. del orden de 0.9.

Los tubos se montaron en el rotor N2 2414, tipo su-
cinging-bucket, de una ultracentrifuga MSE mod. Superspeed 40,
sometiéndose a 42 C a una centrifugacion a 39000 r.p.m. -
(x 130.000 g) durante 14 horas. Especial énfasis se puso en -
conseguir una aceleracion al inicio, y una desaceleracion al -
final, graducl, que evitase distorsiones del gradiente y mate-

ricl sedimentado.
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5.1.3.- Elucién.

Terminado el proceso se sacaron cuidadosa-
mente los tubos del rotor, colocéndose en el interior del dis-
positivo de elucién, mantenido en posicidn rigurosamente verti
cal. De los distintos procedimientos de evacuacion que este -
dispositivo permite se uso el de drenado a partir de la zona de
mayor densidad, a traves de un capilar de acero introducido -
verticalmente por la parte superior, del tubo de centrifuga, -

egin se indica en la figura 8.

La idoneidad de este metodo en relacion con el mante
nimiento del gradiente se comprobd en una centrifugacidén adicio
nal adicionando una pizca de negro de aomido a la solucion den-
sa, y comprobacion ulterior del mantenimiento de la linearidad

por elucion y registro continuo a 620 nm.

El flujo de drenaje fue de 0.4 ml./min. controlado
por una bomba peristaltica, siendo monitorizado a 280 nm. en -
célula de flujo contihuo de 3mm. de paso optico (LKB, Uvicord
II). Se recogio una fraccion cada 20 segundos, lo que represen
ta un total de 36 fracciones de aproximodomenté 0.13 ml. cada
una. Sobre ellas se realizaron pruebas complementarias de con-

firmacioén de la posicion del pico de proteina.

En el registro continuo asi obtenido se midieron las
distancias desde el menisco -final de la elucion- hasta el api
ce del pico, calculandose el peso molecular y el coeficiente -
de sedimentacidn de las ferredoxinas, de acuerdo con la expres .
sion:

R = distancic viajada por el problema

distancia viajada por el standard
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5.2.- Reactivos.

- Buffer Tris-CIH O0.05M pH 7.3 .
Tris 0.1M (0.6057 g./50 ml. de Tris, calidad Merck pa.a)
. 50 ml

ClH 0.1M (0.41 ml./50 ml. de ClH fumante d= 1.19, calidad
Merck p.a.) - « « v o« 0 e e e .+ 35 ml

Ajustar al pH-metro (Beckman-Expandomatic), y enra-

sar a 100 ml. con agua dest

- Sol de sacarosa al 2%.
2 g./100 ml. de sacarosa, calidad Merck para centrifuga--

cion en gradientes, en el buffer anterior.

- Sol. de sacarosa al 10%.
10 g./100 ml. de sacarosa, calidad Merck para centrifuga-

cion en gradientes, en el buffer anterior.

6.- Composicion en aminoacidos.

Las muestras de ferredoxinas de espinaca y lechuga se prepa
raron a partir de los liofilizados respectivos por disolucién
en agua dest Se obtuvieron asi soluciones de una absorcion a
422nm. del orden 1.2 para la de espinaca, y de 0.5 para la de le
chuga, lo que representa concentraciones aproximadas de 1.5 mg

y 0.6 mg. de proteinn/ml., respectivamente.

De cada uno de estos preparados se tomaron tres ali

cuotas analogas de 1 ml ., dos de ellas para analisis de aminod
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cidos previa hidrolisis clorhidrica durante 20 y /0 horas, y la
tercera para determinacién de cisteina-cistina por oxidacion -

performica.

6.1.- Hidrdlisis dcida.

Lo hidrolisis se realizo en tubos de vidrio de pare-
des gruesas, de Sml. de capacidad, estirados por un extremo en

un cuello estrecho de 5 cm. de longitud.

A través de éste se pasd a cada tubo 1 ml. de las so
luciones de ferredoxina, adicionando después un volumen igual -
de ClH conc. del 37% d= 1.19, calidad Merck p.a.; de esta forma
la solucién final queda 6N en ClH. El contenido de los tubos se
congelé a ~602 C en mezcla acetona- nieve carbonica, practicando
se entonces a través del cuello un vacio progresivo hasta 20 mi
crones. Finalmente, se cerro a la lampara por la zona estrecha-
da, llevandose a hidrolisis a 1102 C durante 20 horas, uno, y -

durante 70 horas, ot:o.

Pasado este tiempo los tubos se dejaron enfriar, se
centrifugaron a 5000 r.p.m. (2800 x g) para separar el material
insoluble, y su contenido se paso cuantitativamente por sucesi-
vos lavados o sendos matraces de rotavapor, donde se procedid «
eliminar el ClH a temperatura de 402 C y presion reducida (rotg
vapor Buchi). El residuo seco se disolvio en 10 ml. de agua des
tilada y se volvio a evaporar; repitiendo la operacién una vez
mds practicamente se consigue lo eliminacion de la totalidad del
deido. EL vltimo residuo se disolvid en 5 ml. de buffer citrico-
—citrato 0.2N en Na© pH 2.2, de modo gue la concentracién final
en aminoacidos seo equivalente a unos 0.3 mg./ml. de proteing -

4
i

original, concentracién Sptima para la obtencidn de unos buenos

registros cromatogréficos con el

@

auipo instrumentgl o utilizar.
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Estas soluciones antes de inyectarlas en el analizador de aminod
cidos se filtraron por papel de filtro para eliminar cualquier

residuo soluble.

6.2.- Oxidacion performica.

La tercera alicuota de 1 ml. se sometio a oxidacion
performica segin la técnica de Moore (164), seguida de hidroli-

sis a 1102 C durante 20 horas.

Previamente las soluciones de ferredoxina se deseca-
ronpor liofilizacion en pequefios tubos de hemolisis. Cada liofi
lizado se disolvié entonces en 0.1 ml. de acido formico del 88%
enfriando luego la solucion a 02 C en bafio de hielo. Se agrega-
ron 2 ml. del reactivo oxidante de acido performico previamente
enfriado a la temperatura anterior y, una vez tapados los tubos
con "Parafilm", el ataque se prolongdo durante 4 horas a 02 C, -
al cabo de las cuales se destruyo el exceso de oxidante agregan
do 0.3 ml. de BrH del 47%, calidad Merck p.a., también en frio,

El contenido de cada tubo se paso cuantitativamente
a pequefios matraces de rotavapor, eliminandose a 402 C y a pre-
sion reducida el bromo formado y el BrH en exceso mediante evapo
raciones y disoluciones sucesivas en agua dest. Resulta conve--
niente interponer entre la bomba de vacio y el rotavapor trampas
de NaOH y nieve carbénica para atrapar el material evaporado. -
El residuo seco se disolvic en 1 ml. de ClH 6N, pasandolo cuan-
titativamente mediante lavados con 2 ml. adicionales del reacti
vo clorhidrico a sendos tubos de hidrolisis donde, previa conge
lacion y vacio segln se indicé anteriormente, se efectud la hi--

drélisis de la proteina oxidaeda a 1108 C durante.20 horas.

Finalmente, se evaporo el ClH y disolvid el residuo

seco en 5 ml.del buffer citrico-citrato anterior.
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6.3.~ Anélisis cromatografico de aminodcidos.

Se ho efectuado segin la técina de Moore, Spackman
y Stein (165) en un autosnalizador de aminoéecidos JEOL,mod. -
JLC-6 AH,provisto de sistema de doble columna termostatizables
a la temperatura deseada: una corta para aminodcidos bésicos,ed
tabilizeda y eluide con buffer citrico-citrato sédico 0.35N en
Na ™t pH 5.30, y una larga para aminodcidos dcidos y neutros,esta
bilizaeda y eluida con buffer citrico-citrato sédico O0.2N en -
Nat pH 3.28 primero, y buffer citrico-citrato sédico 0.2N en -

Nat pH 4.30, después.

El aparato esta equipado de inyecciédn automdtica de
muestres, pudiéndose programer todo el proceso hasta un total
de 6 muestras mediante un sistema de cinta perforada de 10 cana
les, gue controlan la puesta en marcha y parada de las bombas
de impulsién y deteccién, cambio de buffer y de la solucién de
regeneraci6n, inyeccién de nuevas muestras, selector de columna
hacia la zona de deteccidén, selector de toma del reservatorio
de ninhidrina o de la solucién de lavado del circuito de la mis
ma, parada final del equipo de registro,etc.Cade andlisis tiene
una duracién de 5 noras y media,con lo que la autonomia total

del equipoc es de 33 horas a plena carga.

El desarrollo del proceso cromatogrédfico queda regis
trado en un registrador de tres canales, por inscripcién discon
tinla cada 2 segundos de las lecturas a 440 nm.(canal 1 en sen
sibilided x 3) y 570 nm.(canales 2 v 3 en sensibilidades x 3 y
x 1), que un doble detector efectia en sendas células de flujo
continuo sobre los compuestos coloreados producides, al reaccic

nar los aminodcidos con el redctive ninhidrinico.

Las lecturas a 440 nm. se vtilizan sélo parae cuenti
ficacién de la prolina -e hidroxiprolina si le hubiese-,mientras

que las obtenidas ¢ 570 nm.,para los restontes aminoécidos;ello
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deriva de la coloracion amarilla que la ninhidrina produce con
los primeros, con un maximo de absorcion a 440 nm. frente al mé
ximo a 570 nm. de la coloracion purpiUrea producida con los se--

gundos.

Las lecturas de absorcion correspondientes a cada pi
co son acumuladas y, finalmente, totalizadas por un integrador
de doble canal, provisto ademds de discriminadores de modifica-
cion de linea de base y de picos espiUreos debidos u ruidos elec
tronicos. Los datos finales son impresos a ambas longitudes de
onda en un impresor de datos, que suministra ademas el tiempo de

retencion del aminodcido en cuestidn.

La determinacion cuantitativa de cada aminoacido se
efectua por comparacion de la absrocion totalizade de su pico,
con la correspondiente al mismo aminodacido de una solucidn stan
dard de concentracion conocida, y cromatografiade de manera pa-

ralela.

En resumen, las carocteristicas del proceso cromato-

grafico fueron:

Columna corta (basicos) Columna larga (acidos y neutros)

Resina: Sulfonica JEOL LC - R -1

Dimensiones:0.8 x 15 cm. Dimensiones 0.8 x 50 cm.
Buffer de elucion: | Buffers de elucion:
citrico-citrato 0.35N en Na* 19 citrico-citrato 0.2N en Na't
pH = 5.30 (2 horas) pH = 3.28 ( 1 hora 45 min.)

29 citrico-citrato 0.2N en Nao

pH = 4.30 (1 hora 45 min)

Regeneracion:NaOH 0.2N
Flujo de columna:1.15 ml/min.
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Temperatura de las eolumnas: 52¢ C.
Flujo del detector: 0.42 ml/min.
Flujo de ninhidrina: 0.21 ml/min.
Temperatura del bafio de ninhidrina: 952 C
Tiempo de reaccidn: 7 min.
Camino 6ptico de las celulas del detector : 2 mm.
Sensibilidad del detecton:

a 570 nm.: x 1 (0-100% T)

x 3 (70-100% T)

a 440 nm.: x 3 (70-100% T)

Velocidad de carta del registrador: 12 cm/hora.

El volumen de muestra necesario es, aproximadamente,
de 1 ml. por columna, dependiendo de la posicién del muestreddor
en que se inyecte. Cada una de estas posiciones posee un factor
de correccidn en relacién con la posicién n? 1, que standardiza
el volumen de muestra analizado. Puesto que la solucién standard
contiene 0,1)LM/ml, de cada aminoédcido, la cantidad de cada uno
de ellos en la solucidn de ferredoxina vendré dada por la expre

s 2
sion:

Ao % § % 0.8
As x f!

}LM de aminodcido/ml =

A = absorcidén totalizada del pico de aminodcido en la sol.pro--
blema.
A_= absorcién totalizada del pico de aminodcido en la sol. stan-

dard.
f = factor de correccién de la posicion muestreadora del proble-

ma.

f'= factor de correccién de la posicidén muestreadora del standard.

115



Puesto que la hidrolisis acida a 1102 C durante 20
horas en las condiciones indicadas produce una destruccion par-:
cial de los aminodcidos treonina, tirosina y serina, estimada
alrededor del 5% para los primeros y en un 10% para el tercero,
quedando inalterados los:restantes, la cuantificacién de éstos
se hizo sobre los hidrolizados de 20 horas, mientras que con -
los tres aminodcidos indicados se efectud el cdlculo independien
te para los hidrolizados de 20 y 70 horas, haciéndose luego la

extrapolacion a tiempo cero de hidrolisis segun la expresién:

*2 i
log A = [~ log A, - ———1 log A
o ‘t2 - ‘t] 1 t2 - ‘t-l 2
AQ =.concentroc16n de aminodcido a tiémpo 0 de hidrélisis.
'A1 = n " B " " 20 horas de hidrélisis.
A2 = " " " " " 70 n n n

t, = méximo tiempo de hidrélisis (70 horas).

t] = minimo N " " (20 horas).

6.4.- Andlisis cromatogréfico de dcido cistéico.

Se llevé a cabo en el mismo autoanalizador anterior,
y por tratarse de un aminodcido dcido su individualizacién se
efectudé en la columna larga. Su tiempo de retencidn es muy cor
" tg, puesto que su alta acidez impide su fijacién por la resina
en las condiciones ! defl| estabilizacién de ésta a pH 3.28. Asi
pues, el programa se reduce a inyectar la muestra en la colum-
na larga, y esperar su elucién una vez hecha la progresién a -
su través. La Unica precaucién a tomar estaba en tener la certe
za de que el material hidrolizado no contiene ninguin otro compo
nente 4cido que, ni sea fijado por la resina ni absorba a 570

nm., longitud de onda a la que se verifica la cuantificacién -

116



del dcido cisteico.

Como standard se utiliza una sol. de acido cistéico
que contiene O:]}LM/mla Por lo demds, las condiciones de calcu
lo son analogas a las anteriormente indicadas, ddandose el re--
sultado final en‘}LM de 1/2 cistina, expresién que indica;lagﬁﬁ
suma de los valores de cisteina y cistina presentes en la molé

cula.

6.5.- Calculo del peso molecular atendiendo a la composi-

cion en aminodcidos.

La determinacion del peso molecular se hace muchas
veces atendiendo al criterio del peso molecular minimo., puesto'
que una proteina ho de tener moléculas completas de aminodcidos,
podemos considerar que el aminodcido en minimo se encuentra en
un contenido de . ¥resto por molécula; dividiendo las concentra- -
ciones de los restantes aminoacidos por la correspopdiente al.
aminoacido en minimo -para las feredoxinas de espinaca y lecbg

-ga analizadas seria la metionina-, se obtendran las razones mo

lares de cada uno de ellos en relacion a la metionina. Estos

valores representan, una vez ajustados a unidades, el nimero
minimo de restos de cada eminoacido que compone la molécula -
protéica. E1 factor de multiplicacién de esta composicién mini
ma vendra sugerido por los datos suministrados por técnicas pa

ralelas de determinacién del peso molecular.

Este méetodo tiene el grﬁﬁhinconveniente de usar como
base de cuantificacion el contenido del aminodcido minoritario,
cuya determinacién, precisamente por eso, esta frecuentemente
sometida a un fuerte error, que es arrastrado a todos los demds.
Por todo ello, muchos autores toman como base de cuantificacién

el contenido en un aminodcido de concentracion media en la pro
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teina a estudiar, y que aparezca perfectamente individualiza-
do en el proceso de elucion cromatografica del autoanalizador,
razones todas que permitiron una dosificacion lo mas exacta po
sible. En relacién con las ferredoxinas estudiadas este requi=-

sito lo cubre la leucina.

Fijando distintos contenidos molares de leucina por
molécula de proteina obtendremos, siguiendo la pauta antes indi
cada, los correspondientes a los demas aminodcidos y, a partir
de ellos, los pesos moleculares correspondientes a la proteina
de partida. De estos valores habra que deducir las n-1 molecu-
las de agua de los enlaces peptidicos establecidos entre las n
moléculas de aminoacidos y, finalmente, ogregar el contenido =
en hierro y azufre-labil obtenidos de determinaciones indepen-

dientes de hierro y 52‘0

De los distintos pesos moleculares obtenidos se con
siderard mas problable aquél mds coincidente con el obtenido =
por otra u otras técnicas paralelas, en este caso el dato sumi
nistrado por la ultracentrifugacién en gradiente o el dediicido

a partir del contenido en hierro.

696&‘ ReOCtiVOSu

, - Buffer citrico-citrato 0.2N en Nat pH 2.2
Disolver 9.85 g. de citrato sédico 2H20yvcalidad Merck -
p.a., en unos 480 ml. de agua bidest. Ajustar al pH indi-
cado con ClH conc. d=1.19, calidad Merck p.a., completando

después a 500 ml. con més agua bidest.

« Acido férmico al 88%.
Diluir 9 partes de dcido formico del 98-100%, calidad Merck

p.a., con 1 parte de agua dest. (v:v)e
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- Reactivo de acido perférmico.
Peréxido de hidrégeno del 30%, Perhidrol calidad Merck -

P-Q. © « . ¢ e o o s o 6 & o s 6 o 6 s e o s o o« o I ml.
Acido formico del 88%Z . . ¢ « ¢ v ¢« 4 o o o o o « 9 ml.

Se deja estar a la temperatura ambiente durante 1 -
hora, enfriandolo despues ‘@ 02 C en bafio de hielo. Usarlo inme

diatamente.

- Acido clorhidrico 6N.
Diluir v/v ClH fumante d=1.19, calidad Merck p.a., con -

agua dest.

- Buffer citrico-citratd'OLZN en Nat pH
3.28. '

Disolver los siguientes componentes:

Citrato sédic092H20, calidad Merck p.a. . . . . . 98.5 g.
ClH fumante d=1.19, calidad Merck p.a. . . . . . 58.2 ml.
Acido n-caprilico, calidad Merck p.a. . . « . « . 0.5 ml.
Tiodiglicol, calidad Merck p.a. « ¢ « o« v o « « . 25 ml.
n-propanol, calidad Merck p.a. . . . . . « . . .350 ml.

en agua bidest. hasta un volumen de 5 litros. Ajustar el pH -

con ClH conc. o sol. concentrada de NaOH, segin el caso.

- Buffer citrico-citrato 0.2N en Nat pH -
4030@

Disolver los siguientes componentes:

Citrato sddicoi2H20 o e e e s e o e e s e eco o 98.5 g,
ClH fumante d=1.19 . . & ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ o ¢ o ¢« « « 39.7 ml.

v ACidO I"I-CGpI'J(:liCO ° @ © L] © © e ® ® e ® . o ] © ° 005 mlu
Tiodiglicol e e e ® e ® ) e o e s o @ e e e o e © 25 ml.

en agua bidest. hasta un volumen de 5 litros, y ajustar segin
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se indico anteriormente.

- Buffer citrico-citrato 0.35N en Na® pH
5.30,

Disolver los siguientes componentes:

Citrato sédicoU2H20 s e v e 8 0o o o b oo » oo /1.5 4g.
ClH fumOnte d: ]\,]9 c ® ] © e 0] ] ® [ o o ) 5 o 3007 ml
Acido n=caprilico « &« v ¢ ¢ ¢ o o ¢ ¢ ¢ o o o o 0.5 ml

en agua-bidest. hasta un volumen de 5 litros. Ajustar al pH-

~-metro segUn las normas anteriores. Para la preparacidn de es-
~te reactivo conviene extremar las precauciones respecto a la -
ausencia de améniaco en el agua y reactivos usados, asi como -

de vapores del mismo en el ambiente donde se prepare.

- Buffer acético-acetato 4Nen Na™ pH 5.5.
Disolver a unos 602-C, y con agitacion canstante, los si-

guientes coniponentes:

Acetato SédiCOU3Hzoy calidad Merck p.a. . . . - 544.05 g.

Acido acético glacial, calidad Merck o.a. . . . 100 ml.

en 500 ml. de agua bidest. Dejar enfriar y llevar a 1 litro con
mds agua, ajustando al pH indicado con dcido acético glacial o
sol. concentrada de NaOH, segun el caso. Poner el mismo énfa~=~
sis anteriormente indicado en la ausencia de trazas de amonia-

Co.

- Sol. tamponada de ninhidrina.

Se prepara en el mismo recipiente, herméticamente -
cerrado, que trae el aparato para el almacenaje de este reacti
vo. Dada su gran inestabilidad al aire, a las temperaturas ailn
moderadas y, sobre todo, frente a las trazas de amoniaco, su -
elaboracién ha de ser muy cuidadosa. El problema del aire se =~

evita prepardndolo en ambiente de nitrdégeno, el de la tempera-
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tura haciéndolo a 42 C en el frigorifico que lleva anejo el apa
rato, y lo presencio de amoniaco usando reactivos totalmente -

exentos de el.

Una vez desalojado el aire del recipiente menciona-
do mediante un flujo continuo de nitrogeno -se usa el tipo NN-
52, del 99.999% de pureza- se disponen en él los siguientes -

reactivos:

Buffer acético-acetato 4N en Nat pH 5.5. . . . . 500 ml.
Metilcelosolve, calidad BDH . . . . . . . . . .1500 ml.

Se hace berbotesx nitrogeno a su través durante 10
min. agregandose entonces 40 g. de ninhidrina, calidad Merck -
p.a. E1l mismo barboteo del nitroégeno ayuda a su disolucién vy,
cuando ésta es completa, se adicionan 1.2 g. de C12$n02H20, ca
lidad Merck p.a. Se mantiene el barboteo durante 15 min. adi--
cionales, dejandose entonces estar el reactivo bajo una presién
de nitrogeno de 0.5 Kg/cmza

El reactivo recién preparado es de color rojo oscuro,
pero ya a las 24 horas ha tomado una coloracién rojo-rubi pali
do, estando en disposicion de Us@rseé. Una preparacién deficien

te se manifiesta por una coloracion mas o menos azul purpirea.

- Sol. de regeneracion de las columnas de

resina.

Sol. 0.2N de NaOH (8 g/1 de NaOH, calidad Merck p.a.)

- Sol. de lovado de los circuitos de ninhi
drina.

Agua dest.: metilcelosolve (v/v).

~ Sol. standard de aminoacidos.
Se prepar6 diluyendo al 1/25 con buffer citrico-citrato -

0.2N en Na*t pH 2.2, la solucién madre de aminodcidos de la ca-
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sa Halmiton, Esta contiene 2,500 & 00004)Lﬂ/h10 de eminolcidos:
lisina, histidinia, arginina, &. aspdrtico, treonine, serina,
4., glutémico, proline, glieeeola, alenine, valina, metionina,
isoleucina, leucina, tirosina y Fenilalanipaymgs uvne concentrs
ci6n.anéloga de NHI en forma de clorhidroto, y uno concentra=-
cién mitad de cistina. Asi pues, la solucién diluida contendré
0.1 M/ml. de cada uno de ellos, y QOOQ}LM/mlU de cistina,

= Sol. standard de &cido cisteico.

Se prepara previamente una solucibén medre contenien
do 2.5 UM/ml., de écido cisteico (46.8 mg./100 ml. de écido cig
teico monohidrato, calidad Sigma, en buffer citrico=citrato
0.2N en Na* pH 2.2). Esta solucién se diluyé al 1/25 con el -
mismo buffer, quedandoc entonces a lo concentrecibén de Out}LM/hlc

7.= Contenido en hierro.

Para la determinacién del hierro presente en la molécula -
de ferredoxina se empleé la técnice anolitica de absorcién até
mica (166).

El método se basa en la propiedad que tienen los =
Gdtomos neutros de un elemento de absorber su propia radiacién
de resonancia. Le cuentia de esta absorcién es proporcional al
nimero de étomos sobre los que incide dicha radiacién.

En un espectrofotémetro de absorcibén atémica, la ra
diacién de resonancia del elemento en cuestién —de X y V) carac
teriq&iqas y especificas= producida por lo fuente de emisién =
(10), se hace paser & traveé de una nube de vapor etémico de =
dicho elemento, producida en un quemador por voporizacién y ato

(3

mizacibén @ alta temperature de la solucién que lo contiene;.Lp,

radiacién de resonancia no ebsorbida (1) es seleccionade por un
monocromador, y cuantificaeda mediente un receptor fotoeléctrico
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que la transforma en impulsos eléctricos medibles. En estas =
condiciones 1/Io es funcién de la concentracién del elemento -
en la solucién analizada. En la préctica esta concentracién se
determina sobre una curva patrén obtenida @ partir de solucio

nes standard del mismg.

Se utilizé un espectrofotémetro de absorcidén atdmica
Perkin Elmer, mod. 290 B.

7.1.= Curva patrén de hierro.

Se construybé a partir de soluciones patrén que con
_tenian 0.6, 1.2, 2.4, 4, 5Ty %pg. de Fe/ml., representando en
ordenadas las lecturas obtenidas en absorbancias, y en abci-

sas las concentrociones correspondientes.

7.2, Mineralizacién de la muestra y determinacién del =

hierro.

A partir de los lifilizados correspondientes se pre
pararon soluciones en agua dest. de las ferredoxinas de espi=
naca y lechuga. Dade la sensibilided de la tétnica a usar, y
los contenidos en hierro presumibles deducidos de los datos =
bibliogréficos, las soluciones se'prepararoron a una concen
tracibén entre 2.5 y 5 mg./ml,, determinaeda exactamente por -
lectura espectrofotométrica a 422 nm. de las correspondientes
diluciones al 1/10 de las soluciones de partida.

La mineralizacién se efectué sobre alicuotas de 1ml.
que se dispusieron en matraces Kjeldhal de 50 ml., y llevaron
después hasta justa sequedad por evaporacién sobre plancha ca
lefactora. Una vez secos, los residuos se sometieron @ un pro
ceso de mineralizacidn por vie himede nitrico-perclérica, con
objeto de destruir la matriz proteica y llevar el Fe presente
a forma inorgénica. A cade uro de los matreces se agregaronril
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Z ml, de mezecle oxidente nitrico-perclérice, realizéndose el =
ataque en celiente durante 10 min. sobre une beteria de minera
lizacion termorregulede.

Una vez frio, se arrastrd el contenido con agua dest.
a sendos matraces aforados de 10 ml., enraséndose después., So-
bre estas soluciones finales se realizaron las determinaciones
calculando el contenido en hierro por interpolacién en la cur
.va patrdén citoda anteriormente.

Lo contided de hierro existente en la ferredoxina ven

dré dada por la expresiédn:

contenido % de hierro= —%—

'C = concentracién en mg/ml. de ferredoxine en la solucién ini-

cial.

(o]
I

concentracidn eﬁ}Lg/ml; de hierro leida en la curva de re-

ferencia.

7.3.= Céleculo del peso molecular por contenido molar en =

hierro.

Obtenido el tanto por ciento en peso de hierro se =
calculen fécilmente los pesos moleculares tedricos que corres-
ponderian a la ferredoxina sobre la base de distinto nimero de
Gtomos de hierro por molécula. El peso molecular correeto ven-
dré senalodo por el obtenido mediante una técnica peralela, en

nuestro caso la centrifugacién en gradiente.
7e 4:3"‘ RéﬂCtiVOS»

= Sol. base de hierro.

Se prepard disolviendo 1 g. de hierro reducido, cali
dad Merck p.a., en 50 wl. de dcido nitrico al 50%, calentando
haste total disolucién; une vez enfriado se llevé @ 1 litro -
con agua bidest. Este solucién contiene 1 mg./ml. de hierroa
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= Sol madre de hierro.
Dilucién al 1/5 con agua bidest. de lo solucién ante

rior. Esta solucién contiene 0.2 mg./ml. de hierro.

- Soluciones potrén de hierro,
De la solucién madre se tomaron 0.15, 0.30, 0.60, 1,
1.25 y 2 ml., y se llevaron a 50 ml, con agua bidest., afiadien
do antes de enrasar 1.5 ml. de écido perclérico del 70% d=1.67,
calidad Merck p.a., para obtener la misma acidez perclérica del

problema,

= Mezcla oxidante nitrico-perclérica al -
15%.
Mezclar 85 ml, de Gcido nfirico fumante d= 1.52, cali
dad Merck p.a., con 15 ml. de écido perclérico del 70% d= 1.67,
calidad Merck p.a.
2“.:

8.~ Determinacién de azufre inorgénico como S

Se determiné segin la técnica de Lovenberg y col,(91), adap
tacién del método de Fogo y Popowsky (167).

El SH2 es precipitado en forma de sulfuro de cinc; -
éste, una vez redisuelto en medio alcalino, reacciona con p=di
metilamino anilina en presencia de cloruro férrico, forméndose
un azulde metileno con méximo de absorcién a 670 nm.La cantided
de sulfuro presente en la muestra se calculé por interpolacién

en una curva patrén de sulfuro,

Puesto que existe el peligro de una pérdida de 5H2 -
por difusién, hay que efectuar la reaccién en tubos de poca ca
pacidad, bien cerrados, que se mantendrén destapados el menor

tiempo posible.

8.1.,= Curva patrén de sulfuro.
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Se construyé con 5 concentreciones comprendidas entre
0.01 y O,T)RMO La rewccién se llevd a caobo @ temperatura ambien
te en tubos de 5 ml. provistos de cierre esmerilodo, en cada =
uno de los etutles se dispusieron por el siguiente orden, con =
rapidez y tapando inmedictamente los tubos después, los reacti

vos indicados:

Sol. de acetato de cinc - ¢ 5 o o o o s o s o » 1,3 ml,
Sol. standard de sulfuro s6dico - « ¢ « « » « o 0.85 ml.
Sol. de NaOH @l 12% . . . o o ¢ o o o o o s o » 0,05 ml,
Sol, de p=dimetilaminoaniling . . - ¢ o » o o o 0.25 ml,

. Sol., de cloruro férrico » o o o o 5 o o » o o o 0,05 ml,

Como blanco se utilizé un tubo enélogo que contenia
0.85 ml. de agua dest.en luger de solucién standard. A los 20
min. de la (ltimo adicidén se determiné le absorcién a 670 nm.
(Perkin=Elmer, mod. 124), valores que se llevaron al eje de or
denadas de un sistema coordenado, en el que se representaron =
en abcisas las correspondientes concentraciones de sulfuro:
12.75, 25.5, 51.0, 76.5 y 102.0 (x 107 x F) JAM, Siendo f el -

factor calculado pare la concentrecién base de sulfuro,
8:}20” Mété’dica ]

A partir de los liofilizedoscorrespondientes se pre
pararon soluciones en agua dest. de las ferredoxinas de espina
ca y lechuga a concentraciones entre 0.4-0.5 mgo/hlo, corres=-
pondientes a absorciones a 422 nm. del orden de 0.3=0.4, las &
cuales se determinaron exactamente en funcién del coeficiente

de absorcién de cada una de ellas.

La determinacién se “fectué sobre alicuotas de 0.85
ml,, siguiendo une metédica en todo anéloga a la descrita para
la construccién de la curve standard. Antes de efectuar la lec
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tura espectrofotométrica resulta necesario centrifugar a 5000

r.pomo (2800 x g) durente 10 min., a fin de separar el precipi
tado debido @ la matriz protéica de la ferredoxina.lLos resulta
dos de absorcidén obtenidos se llevaron a ésta, calculéndose por

interpolacidén las correspondientes concentraciones de sulfuro.
8.3.- Reactivos.
= Sol. base 0.IN de sulfuro sédico.
12.01 g./litro de SN0209 H20, calidad Merck p.a., en

aguc dest. previamente desgasada por ebullicién.

Este reactivo fué titulado yodométricamente para la
dosificacién exacta de la concentracién de sulforo, determinén

dose su factor f.

= Sol. madre de sulfuro sédico.
Se obtuvo por dilucién de la anterior al 1/50.

-~ Soluciones patrén de sulfuro.
A partir de la sol. madre se prepararon las 5 solucio
nes a usar en le curva standard tomends 1.5, 3, 6, 9 y 12 ml,
y lievando @ 100 ml. con agua dest. Esto corresponde a concen=
traciones respectivas de 0.015, 0.03, 0.06, 0.09 y 0312/uM/ml.,
que han de venir multiplicadas por el factor calculado para la

solucién madre.

-~ Sol. de acetato de cinc al 1%.
1 gr./100 ml. de acetato de cinc, calidad Merck p.a.

= Sol. de NaOH al 12%.

-~ Sol. al 05% de p-dimetilamino anilina -
en ClH 5.5 N.
0.25 g./50 ml. de N,N-dimetil-p-fenilendiamina clor-
hidrato, calidad Sigma, en clorhidrico al 46% (v:v).
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- Sol, 0,023 M de eloruro férrico en CLH
i.2M,
0.1554 gr./25 mi. de ClgFe.5 Hy0, celided Merck p.a.

en clorhidrico al 10% (v:v).

9.~ Determinacién de grupos-SH titulables.

El contenido en grupos =5SH libres de ambas ferredoxinas se
determiné por titulecién con p-hidroximercuribenzoeto (PHMB),

segin Boyer (168).

El método determine le tese de reacciodn entre protei
na y reactivo siguiendo espectrofotométricemente la formacién
del mercéptido por su ebsorcién al uvltravieleta a 250 nm,

Le titulacidén se efectud menteniendo constante la =
concentracién de ferredoxine, e incrementendo paso o paso la
cantidad de PHMB. En estes concidiciones le absorcidon a 250 nm
se lncrementa progresivomente haste alcenzer un punto méximo =
en el que todos los grupos =SH a@ccesibles hen sido bloqueados
por PHM§3

9.1.= Metédica.

Se tituloron sendas soluciones de ferredoxines de =
espinaca y lechuga, que se obtuvieron por disolucibébn de los lig
filizedos respectivos en buffer Tris-CiH 0.15M gH 7.3, hasta -
una absorcién @ 422 nm. del orden de 0.3-0.4 -valor que corres
ponde @ uno concentracién de aproximademente 0.4 mg/ml=y de -
la cual se dedujo exeoctemente sw concentrecién o partir de los
datos del coeficiente de absorcién.

Coda determinacién se realizé sobre 2 ml. de las so=
luciones asi preporades, en cubetos espectrofotométricas de =
cuarzo de 10 mm, de peso Gptico, termostotizedas e 202 C, $0=

-5
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bre las cuales se hicieron adiciones sucesivas de alicuotas de
50 1., de sci. 1 wM de PHMB en el mismo buffer de disclucién de
la muestira.

Después de cade odicidon se esperé 25 min. para que =
la reaccién fuese a término, efectudndose entonces la lectura
espectrofotométrica e 250 nm. {(Perkin-Elmer, mod. 124) frente
a un blance de 2 ml. de vgue dest., al 4que paralelamente se adi

cionuben las mismes alicuotas de PHMB que al problema.

La cinétice de la reaccidén es lineal, con una absor-
cidén creciente mientras queden grupos -SH sin reaccionar,anulén
dose la pendiente a partir del momento de equivalencia. El1 ni-
mero de restos =-SH titulables existentes por molécula de ferre

doxina vendré dado por la expresién:

8 n
N= x40

A = concentracidén mM del preparado de ferredoxina.
. némero de alicuotes (50 1.) de PHMB adicionadas.

3
1

9020" ReactiVOSr
- Buffer Tris-ClH 0.15M pH 7.3 .
Tris 0.3M (36.342 g./1. de Tris, calidad Merck p.a.)500 ml.
ClH aprox. U.3M (24.9 ml. de ClH fumante d = 1.19, calidad
Merck pea’-}) < 9 9 9 e o o (>} @ 2 e o @ L o . o . o . 370 ml.
Ajustar el pH con la sol. clorhidrica, y llevar a 1
litro con agua dest.
= Sol., 1 mM de p=hidroximercuribenzoato.
36.05 mg./lOO ml, de p-hidroximercuribenzoato sédico, ca-

lidad Sigma, en el buffer anterior.
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10. Determinacibn de ace ilidod de i«

s grupos -SH por cromato-

grafia de coval

La tiol-Sepharosa 4 B cctivada es un derivado obtenido @ par

C
¥

ob
tir de la CNB:x~ Sephorosc por acoplamiento de glutatién, y reac=
p P

cién final con , ‘=dipiridilo=disulfurcs

N
k ——N—?H-CH,_—CHz—%~NH~iH»S—S O
0 CoOH 0 =0

|
NH-CH,~ COOH

Este compuesto reacciona en condiciones suaves con solu

AN

tos que contienen grupos =SH, con la formacidbn de un derivado =
=S=S- del mismo covelentemente ligado, y liberéndose 2-tiopirido
na (169). E1 compuesto fijado puede ser postericrmente liberado

de la matriz inerte por @dicidn de un exceso de un reactivo =SH,

ipo cisteina:

t
%Vs-s@w-sn—-a Avssr + s@
- )

2S-SR FR-SH —> ZarSH + R-SH + =S-SR’

-

N

As{ pues, el control del proceso de fijocibébn podré ser
ejercido tanto por lo desaporicién de le soluciénm inicial del -
compuesto a separar, come per le oporicién en el material no fi
jado de la 2-tiopiridena, fécilmente detectable por su absorcibdn

a 343 nm.

En este proceso le cadene de glutatidn sélo juega el pa

pel de elemento separador del grupo activo piridinico de la ma=

triz insoluble de Sephorosc, permitiendoc asi la accesibilidad de
aquél a los grupos =SH de les sclutos presentes. En consecuencia,
este procesc permite separar compuestos que contienen restos =

=SH de 1los que no los posean, y en tal sentido - =
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ne side yo uvtilizedo para le purificacién de proteinas ricas =
en grupos —SH (169) (170) (171); pero, ademés, permite analizar
el grado de occesibilided de los restos =SH de proteinas, acce
sibilidad que vendré condicionada por la posicién més o menos
superiiciol de estos dentro de la estructura tridimensional de
le proteina, y por el volumen molecular del grupo activo piri-

dinico.
10.1,= Metédica.
10.1.1.~ Preparacién de la columna.

Ern cada proceso cromatogréfico se emplearon
lotes de 0.5 gr. de tiol-Sepharosa 4 B, suministrada por Phar-
macia (Uppsala), capaz de dar una vez hinchade un volumen de -
lecho de 2mi. Previamente fué sometida @ un proceso de lavado
~para eliminar el anticontaminante con que se suministre-, hin
chads y equilibrado con un volumen aproximadamente 200 veces -
mayor (p:v) de buffer Tris=ClH 0.1M pH 7.3, 0.3M en ClNa, divi
dide en cuatro lotes 1iguales; esta operacidén se agilize cuando
se efectlo en un tubo de centrifuga, escurriendo el material y
decantando el sobrenedante después de cada lavado por centrifu

gacién ¢ 3000 r.p.m. durente 10 min,

Ern otras experlencias estas operaciones se efectuas
ron con la misma solucién hecha 8M en urea. En cualquier caso,
es conveniente someter las soluciones de equilibredo y elucién
posterior a un desgasado previo, a fin de evitar una posible e
oxidacidén de los grupos tidélicos libres.

Se emplearon columnas de 0.9 cm. de didmetro interior
(Pharmocia, tipo K 9/15), en las que se empaquetaron a 42 C y
al flujo de 4 ml./hore suministredo por una bomba peristéltica

las alicuotas arriba indicaedes de tiol-Sepharosa 4 B.
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10.1.2.~ Preparacion de las muestras.

Los liofilizados de ferredoxina se disolvieron
en las mismas soluciones de equilibrado anteriores, hasta una
concentracién aproximadamente O 10M,correspondiente a absorcio
nes a 422 nm. del orden de 0.9

Las muestras disueltas en el buffer adicionado de -
urea se sometieron luego a incubacion a 42 C en una ceéelula es-
pectrofotométrica, efectudndose un espectro cada 30 min. en la
region del visible con vistas a seguir el proceso de desnatura

.

lizacién; éste se did habitualmente por terminado al cabo de -

dos horas.

La comprobacion de la irreversibilidad o no de la -
desnaturalizacidén por urea se efectud dializando las muestras
incubadas en membrano de celofan, frente al buffer pH 7.3 adi-
cionado de ClNa, durante una noche en flujo continuo de la so-
lucién dializadora. Un espectro en la region del visible comple

taba el test de irreversibilidad.
10.1.3.~ Cromatografia.

VoliUmenes de 1.5 ml. de las muestras asi pre-
paradas se hicieron pasar a traves de las correspondientes co-
lumnas a un flujo de 4 ml/hora y, una vez embebidas completa--
mente en el lecho del gel, se dejaron estar durante una hora a
fin de conseguir una fijacion mas completa. Transcurrido este
tiempo se sometieron las columnas a un lavado con 6 ml. de la
solucién buffer adicionada de ClNa, pero en cualquier caso sin
urea. Finalmente, se procedié @ la elucion del material fija
do con la misma solucién hecha 10 mM en cisteina. Ambas opera-
dones de lavado y elucion se efectuaron al mismo flUjo anterior,
recogiendose fracciones de 1.5 ml. Estas se analizaron a 275 nm.

para proteina, a 422 nm. para ferredoxina, y a 343 nm. para -
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2-tiopiridona.
10.2.~ Reactivos.

~ Buffer Tris-ClH O0.1M pH 7.3, 0.3M en -

CliNa.
Tris 0.2M (12.114 g./500 ml. de Tris, calidad Merck p.a.)
“ & seow @ o % o w D00 mlA

CiH 0.2M (8 3 ml1./500 ml. de ClH fumante d= 1.19, calidad
Merck p.a.) e e e e e e e e e e e e e e . 370 m

Ajustar el pH y llevar @ 1.litro con agua dest. LLe-
var esta solucion a una concentracién 11.688 g./litro de ClNa,

calidad Merck p.a.

- Buffer Tris-ClH O.IM pH 7.3, 0.3M en -
ClNa y 8M en urea.
48.048 g./100 ml. de urea, calidad Merck p.a., en -

la: solucion anterior

- Buffer Tris-ClH O0,1M pH 7.3, 0.3M en -
CINa y 10 mM en cisteina.

0.12 g./100 ml. de cisteina, calidad Sigma, en la so

lucidén sin urea anterior.

IIT.- ESPECIFICIDAD BIOQUIMICA DE LAS FERREDOXINAS DE ESPINACA
Y LECHUGA.

1.- Operatividad frente a la nitrito reductasa.

La ferredoxina fotoredicida es el traesportador natural de
electrones que actua en la reduccion de los nitritos a amonio

por la nitrito reductasa fotosintética (66).
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La especificidad biologica de lo ferredoxina en rela
cidn con este proceso se ensayo determinando la actividad nitri
to reductasa del enzima de espinoca, actuando como transporta-
dor de electrones ferredoxinag de espinaca 6 lechuga, en espe-

riencias parclelos.

Los ensoyos se realizaron segun el método descrito -
por Losada y Puneque (172) pare la determinacién de actividad
nitrito reductosa. Este proceso es independiente de la luz, -
actuando el ditionito como fuente de electrones y la ferredoxi
na como tranportador de los mismos, determinandose el nivel de
nitrito reductaso por dosificacion colorimetrica del nitrito -
no reducido, una vez eliminado el ditionito en exceso por airea

cién forzada de la mezcla de reaccion.

Si se mantienen constantes y en exceso los niveles de
donador de electrones, enzima y sustrato, el metodo serda apto
para la dosificacion de ferredoxina y, a igualdad ponderal de
éstas, para determinar el nivel de operotividad en funcion de

su origen en relacion con el de la nitrito reductasa.

Hay que indicar que el colorante metilvioloégeno pue-
de actuar como transportador artificial de electrones en susti
tucién de la ferredoxina, y en tal sentido lo hemos empleado -
en aquellos procesos colateroles -control de purificacion de -
la nitrito reductasa, construccion de la curva patron de nitri
to- que, de otra formo, hubiesen implicado un gasto innecesario

de ferredoxina.

1.1.~ Determinacion de nitrito. Curva patron de nitrito.

El nitrito no reducido en la reaccion enzimatica se
determina espectrofotométricamente siguiendo una modificacién
del método de Shell y Snell (173):los nitritos en médié-Geidé-for
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man con le sulfenilewmide une sel de diazonie,, que al reaccionar
con una eming arométice —en este cazo la N-(l-naftil) etilendia
mina- forma un compuesto ezéico rojo, medible @ 540 nm,

La curve potrén se construyd con cuatro concentracio=
nes distintaes de nitrito que, pare mayor exactitud, se encontra
ben en un medio andlogo ol que posteiiormente se iba @ usar pa=
ra determinar la ectivided nitrito reductasa-

1;:?01 o= Metéd’lca 2]
En uno serie de 5 iubos de enszuyo de 10 ml. se dis

pusieron los sigulentes reactivos:

_Tuko n? oy 2 s 4 5
Nitrito sédicoe 20 aM (ml) w0 0,058 0,10 0,15 0.20
Agua dest. (ml) 0.20 0.15 0,10 0,05 ===-
Buffer Tris-CiH 0.5M pH 6.0 (mi) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Metilviolégeno 5 mM {(ml) 0.3 0.3 0,3 0.3 0.3

Ditionito sédice al 2.5% (mi) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Buffer Tris-CiH 0.0WM pH 8.0{(mi) 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9

agiténdose entonces fuertemerite cade tubo (Whirlimixer) hasta
decoloracién totul del metilvioldgeno, lo gue indica gue el di
tionito se ha oxidedo totalmente.

‘ Se tomé | ml.de cede uno de los tubos y se diluyeron
en matraz aforado hestea YOO wml.con ague dest.;de cada una de es
tas dilucicnes se pasuron entonces 2 ml.a serdos tubos de ensa
yo y se agregél ml.de les solucliones de sulfenilomide y de N-
(1-naftil)etilendiaming.Se llewé @ un volumen finel de 5 ml.por
adicién de 2 ml. de egua dest. y, pasados 10 min., se leyé la
densidad éptica a 540 nm, usondo como blanco el tube 1, La cur
va standard se constiuyd llevando estos velores al eje de ordena

das, mientres que en el de abecisus se dispusieron les concentra
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cicnes correspondientes: 0.01, 0.02 , 0.03 y On04/ﬂM de nitrito.
1.1.2.- Reactivos.

- Nitrito sédico 20 mM.
0.138 ¢g./i00 ml. de nitrito sédico, calidad Merck p.a.

- Buffer Tris-ClH 0.5M. pH 8.0.
Tris M (12V.14 g./1. de Tris, celidad Merck p.a.)..250 ml’
ClH IM (82.9 ml./1. de ClH fumante d= 1.19, calidad Merck
Plis) o 5 5 5 3 5.5 BB b b A S H b b B w5 4w m e 186 0l

Ajustar al pH indicado y llevar a 500 ml. con agua =

dest.
-~ Metilviolégeno 5 mM,
0.1286 g./100 ml. de metilviolégeno, calidad Sigma.

- Ditionito sédico al 2.5%.

0.25 g./10 ml. de ditionito s6dico, calidad Merck, =
en CO;HNa 0.29M (2.4363 g./100 ml. de bicarbonato sédico, cali-
dad Merck p.o.). Este solucién se ha de preparar inmediatamente
antes de su uUso.

- Buffer Tris-ClH 0.0IM pH 8.0.
Se obtiene diluyendo al 1/50 la solucién 0.5M, y ha=

ciendo un ajuste al pH-metro en caso necesario.

~ Sol, al 1% de sulfanilamida.
1 g./100 ml. de sulfanilemida,calidad Sigma,én-€1H -
3N (24.8 mi/100mi de €1iH fumante d = 1.19,calidad Merck p.a.)
~ Sol. al 0.02% de N-(1-naftil) etilendia-
mina. \
10 mg./50 ml. de N=(1=naftil) etilendiamina. 2ClH, -
calidad Sigma.
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1,2.= Test de la nitrito reductase ferredoxin-dependiente.

Los ensayos se realizeron por triplicado y en parale
lo con las ferredoxinos de espinace y lechuga, frente @ la ni==
trito redwe&ase de espinoca, eislada como posteriormente se die
ce.

Previemente se piepararon disoluciones en agua dest.
de los liefilizedos de ambas frredoxinas, de tol forme que die=
sen un velor andlogo leidos al visible @ 422 nm.; este valor se
fijdé en 9.6 de densided Sptica, lo que e la vista de los coefi-
cientes de absorcidén moler caleulados enteriormente representa
una concentracidn de ?/LM/mlo Para ello una alicuota de las so-
luciones preparcdas se diluyé ol 1/10 con agua dest., efectuén=
dose las lecturas espectrofotometricas frente ¢ un blanco de és
ta; las soluciones originales se concentroron o diluyeron hosta

que en estas condiciones se obtuve un velor a 422 nm. de 0,96,
1 o 231 o = Me‘tédicdw

La mezclo de incubacidén contenia los siguientes

elementos:
Buffer Tris-CIHO.5M pH 8.0 . . . . . - o - o o 0.3 ml,
Ditionito sédico @l 2.5% . . . . ¢ . ¢ 5 o + o 0.3 ml,
Sol. de ferredoxing o o . o > 2 o o o o 5 o s o 0,2 ml,
Preparodo de nitrito reductase 7
(0.25 unidades/ml.) » o ¢ o o v o o » 5 o o o o 1 mlg

dispuestos en tubos de ensayo de 10 ml. Ura vez preincubada la
mezcla a 30¢ C, se inicié la reaccién agregando.0.2 ml. de sol.
20 mM de nitrito sédico también preincubade a dicha temperatura.
Al cabo de 10 min. de incubecién a 302 C se detuvo le reaccidn
agitando vigorosamente los tubos en las condiciones‘Fiiadas ante
riormente en lo construweeidén de le curva standard. En una ‘blanco



poralelo pore cadae ferredoxine la sol., de nitrito sédico estabo

sustituide por un volumen equivalente de agua dest.

La dosificacidn del nitrito residuel no reducido se
efectud ondlogamente @ lo descrito en le construccién de la cur
va standard, llevando finolmente @ ésta los velores de sbsorcién
obtenidos, y colculando por interpolacidn lo centidad de nitri-
to, Puesto que la contidad de nitrito existente en cada ensayo
era de OUO{}LMW lo diferencie entre este velor y el obtenido en
cada caso por interpoleeiédn nos daré la cantidad de nitrito re-
ducido por la occidn enzimética, indice indicativo de la operati

vidad de la ferredoxina correspondiente.
“ o 2') 2‘\:-" Reactivos o

Estén especificados en el epigrafe anterior:"De
terminacién de nitrito. Curva patrén de nitrito". Ademés hay que
incluir la nitrito reductesa, cuya preparacién se consigna a =

continuacidn:A
"4

. ] © @ ) @ e @ ® € < @ e © < © ° o < © @ © @ =) v ° o © ° )

A.- Obtencion del preparado enzimdtico de nitrito reducta=-
sa de espinaca.

Se utilizo un preparado enzimatico parcialmente puri-
ficado siguiendu la metodica descrita por Ramirez y col.(66) pa
ra el enzima de este mismo origen.

A.1.- Determinacion de actividad nitrito reductasa metil--
viologeno-dependiente.

La localizacion del enzima en los procesos cromatogrd
ficos de purificacidén, asi como la dosificacién de las unidades
enzimaticas obtenidas en el preparado final, se realizo mediante

el test que sustituye el transportador bioldgico de electrones

ferredoxina, por el colorante de igual accion metilvioldgeno.
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En tubos de ensayo de 10 ml. se disponen:

Buffer Tris-ClH O.5M pH 8.0 . . . . = . . . 0.3 ml.
Ditionito sodico al 2.5% c e v o oo o ow e 0.3 ml.
Metilviolégeno 5mwM . . . . . . . . . . . . . 0.3 ml.
Preparado enzimatico . . . . . . . . . « . . 0.9 ml.

agregandose al tiempo cero de reaccion 0.2 ml. de nitrito sédi-
co 20mM. Por lo demas, la metodica es analoga a la indicada an
teriormente poara el test de la nitrito reductasa ferredoxin-de~
pendiente, efectuandose finalmente el calculo del nitrito resi-

dual por interpolacion en la curva standard de nitrito.

Una unidad enzimatica queda definida como la cantidad
de enzima que cataliza la reduccion de 1)LM de nitrito por min.
bajo las condiciones indicedas.

A.2.- Metodica de purificacion.

Todas las operaciones se realizaron a 42 C, salvo la
precipitacién acetonica que se llevd a cabo a =202 C én bafio de
hielo-sal. Los procesos cromatograficos se monitorizaron a 280
nm. en célula de flujo continuo { L K B, Uvicord II) de 3 mm. -
de paso oOptico, empledandose columnas Jobling de doble pistdn, -
en técnica descendente a un flujo, controlado mediante bomba -
peristdltica (LKB, Recychrom), de 0.5 ml./min.

El metodo incluydé los siguientes pasos:
A.2.1.-~ Obtencidn de extractos crudos.

Espinacas frescas se despeciolaron y lavaron
abundantemente al grifo, primero, y con agua dest. después, y -
una vez secas sobre papel de filtro se llevaron a 42 C una noche
para que adquirieran turgencia. Se eliminaron las nerviaciones

prominentes y partieron en pequenos fragmentos. 500 g. de éstos

se homogeneizaron durante 3 min. a velocidad tope (Sorvall, Omni
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-mixer) con 500ml. de agua dest. filtrandose por triple capa de
gasa de nylon. Al volumen obtenido -clrededor de 735 ml.- se =
agrego la suficiente cantidad de buffer Tris-ClH 0.5M pH 8.0 -
-unos 82 ml.- para conseguir una concentracion final 0.05M en -
Tris. Finalmente, se centrifugé a 12000 r.p.m. (23000 x g) du--
rante 20 min. {Sorvall Superspeed, RC2-B).

A.2.2.- Precipitacion acetonica.

Al extracto anterior se agregd poco a poco, con
agitacion constante, suficiente cantidad de acetona fria a -202
C. calidad Merck p.a.; para cornseguir una concentracidén en ésta
del 35%. El material precipitado se elimind por centrifugacidn
a 4500 r.p.m. (3000 x g) durante 10 min., y al sobrenadante se
continuo agregando acetona hasta concentracion final del 75%.
Se dejo reposar el precipitado durante | hora, eliminandose la
mayor parte del sobrenadante por decantacion; el resto se sepa-
16 por centrifugacion analoga a la anterior. Del precipitado -
obtenido se eliminaron las Ultimas trazas de acetona haciendo =
llegar sobre €l, con agitacion simultanea, una corriente de -
aire frio mediante un secador de pelo, hasta que adopta una con

sistencia pulvervlenta.

De este precipitado se extrajo la nitrito reductasa
por suspensiodon, agitando durante 30 min. en 80 ml. de buffer -
Tris-ClH 0.0M pH 8.0, centrifugando después a 12000 r.p.m. -
(18.000 x g) durante 20 min. Finalmente, el sobrenadante se dia
1lizo en membrana de celofan durante una noche, con agitacidn y
flujo continuo de solucion dializadora, frente al mismo buffer
de extraccion anterior, separdandose por centrifugacién a 16500
r.p.m. (32.000 x g) durante 20 min. cualquier precipitado origi
nado durante el proceso. Se obtuvieron asi unos 160 ml. de solu

cidén.
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A.2.3.= Eliminacidén de la ferredoxineg.

Constituye el paso fundemental, ya gue por ser -
éste el compuesto que interesa valora:r, el preperado de nitrito
reductasa ha de estar absolutamente exento de ferredoxina endd

gena.

A la soclucién anterior se agregd suficiente ClNa sé
lido, calidad Merck p.a., hasto obtener une concentracién final
0.2M en C17, paséndose entonces @ través de una columna (4.5 x
x 3.8 cm.) de DEAE-52 celulosa, previamente equilibrada con bu
ffer Tris=ClH 0.0IM pH 8.0, hecho 0.194M en ClNa pare conseguir
una concentracién final 0.2M en cloruros. La ferredoxina queda
cuantitativamente fijada en la parte superior de la columna, -
apareciendo la nitrito reductasa en el eluido. Un arrastre com
pleto de ésta se consiguié levendo la columna con 60 ml. adicio

nales del buffer de equilibracién de la misma,
A.2.4.~ Cromatografie sobre DEAE-celulosa.

El eluido anterior se diluyé al 1/10 con agua dest.
paséndose después por una columna (5 x 3.8 cm.) de DEAE=52 ce-
lulosa, equilibrada con anterioridad en buffer Tris-=ClH 0.01M
pH 8.0. Un buen nimero de impurezas se eliminé eluyendo con di
cho buffer hecho 0.094M en CiNe -lo que totaliza 0.1M en cloru
ros=-, hasta conseguir una baje absorcién; finalmente, la nitri
to reductasa eluyé cuando la concentracién en CLNa se incremen
té6 a 0.294M, 1o que representa una concentracién final 0.3M en
Cl”. Se recogieron fracciones de 10 ml., mezcléndose aquéllas

gue presentan positividad al test enzimético.
La técnica original de Ramirez y col.(66) ain inclu
ye un nuevo paso sobre DEAE- celulosa pora obtener el enzima -

en total estado de pureza, Nosotros, sin embargo, no lo hemos

llevado a cobo por considerar que la nitrito reductasa ahora =
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obtenlde era lo suficientemente pura a los efectos requeridos.

En cualquier caso, el preperado obtenido se diluyé
en aguo dest. haste conseguir el nimero de unidades enziméticas/
/ml. requerides para el test de la nitrito reductasa ferredoxi
na-dependiente.

A.3.- Reactivos.,

Alginos se encuentran ya descritos en el epigrafe -
"Determinacion de nitrito. Curve patrén de nitrito". Por lo que
respecta o la preparacion de la DEAE=52 celulosa equilibrada -
con los buffers indicados en la metédica, nos remitimos a lo =
indicado en el mismo sentido al describir la purificacién de -
las ferredoxinas de espineca y lechuga.

Otros reactivos seré@n:

= Buffer Tris=ClH 0.01M pH 8.0, CINa 0.194M -

(0.2M en C17). .
11.35 g./litro de ClNa, calidad Merck p.a., en el =
buffer indicado. va
1 [ b :
- Buffer Tris=CiH 0.01M pH 8.0, CINa . = -
0.094M (0.1M en C17). o

5.5 g./litro de ClNa, calidad Merck p.a., en el bu-
ffer indicado.
= Buffer Tris=ClH 0.01M pH 8.0, ClNa -
0.294M (0.3M en CL™)
17.2 g./iitro de CINa, calidad Merck p.a., en el bu

ffer indicado.




2.- Operativided frente al sistema fructose-1,6-difosfatesea.

La ferredoxino reducide es un activedor natural de la fruc-
tosa=1,6-difosfatasa (FDPasa) fotosintética, enzime que catali-

za la reaccidn:
fructosa-1,6-difosfato ———> fructose—6-fosfato + Pi

Este constituye un complejo sisteme gue, en concicio

nes naturales, requiere pera su Geccidn lo presencie de iones -
Ao PSR ;

Mg ', un "factor protéico" presente en los cloroplastos, y fe==

rredoxina al estedo reducido.

Segln Buchenan (73) la ferredoxina oxidada existente
en el cloroplasto seria reducide fotogquimicamente, actuando en=
tonces junto con el “factor proteico” en lo activecién de la =
FDPasa por un meconismo ain desconocido:

Ciorgpiastog; 2 Ferredoxina +
luz red

2 Ferredoxinaoxda+ HZO

+ 1/2 0,

Ferredoxina

FDPasa (INACTIVA) ~po- o289y fDPasa (ACTIVA)

ctor protéico

FDPasa (ACTIVA),

. Fructosa=6=
++
Mg

Fructosa=1,6-difosfoto + H,0

fosfoto + Pi

Este sistemo se ha mostrado pérfectamente operativo
y, aungue con actividad disminuida, resulte tembién funcional
cuando e sgémplaze lo ferredoxine . por compuestes-8H de bajo-po

tencial redox, especialmente ditiotreitol. Por otro lado, el =
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sistema naturel de fuente de electrones que, iniciéndose en el
agua, tronscurie o través de la codena de lo fotofosforilacidn
aciclica, puede también ser reemplazedo por el sistema ortifi-
cial ascorbeto-dicloroferclindofenol (DPIP).

De ambos hechos se hoce uso, como veremos, en la =
préctica. En cuslquier coaso, lo medida de la operotividad de es
te sisteme se he hechg por cuantificecién del fosfato indrgani
co dejade en libertad.

* 2.1.= Determingcidén de fésforo inorgénico. Curve patién -
de fosfatos.

Se ha seguido una modificacién del método original
de Fiske y Subborow (174). El ortofosfeto produce con el reacti
vo sulfomolibdico un fosfomolibdato que, por reduccidén en este
caso con sulfito e hidroguinona, forme un ezul de molibdeno -
con méximo de ebsorcion a 640 nm., mensurable espectrofotométri

camente-
2J1 -] ‘H o= Melédlca >

Ern una baterio de Y0 tubos de ensayo se -
adiciané, ol primerc | ml. de agua dest., y o los sigulentes
1 ml. de cade una de les soluciones patrén de fosfato monopoté
sico, Se arodieron entorces ! ml, de reactivo sulfomolibdico,
1iml. de sol. de sulfito y 1 ml. de sol. de hidroguinona. A los
10 min, de este Citima edicién se hizo la lectura a 640 nm.,

tomando como blerco el tubo primero.

Los volores de absorcién obtenidos se llevaron a =
ordencdas en un sistema coordenudo, representéndose en abcisas

les correspordientes concentraciones de fésforo.
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2.1.2.-~ Reactivos.
= Sol. madre de fosfato monopotésico,

4,394 g./1. de PO4H2K, calidad Merck p.e. Este solu

cién contiene | mg./ml. de fésforo.
~ Soluciones patrén de fosfato monopotési
co.

De lo solucién enterior tomer 1.25, 2.5, 5, 10, 15,
20, 25, 30 y 35 ml. y llevar a 1000 ml. con ague dest. Estas
soluciones contienen, respectivemente, por ml. 1.25, 2.5, 5, =
10, 15, 20, 25, 30 y 3?/49, de fésforo.

= Reactivo sulfomolibdico.

5 g./100 ml. de molibdeto eménico tetrehidratado, -
calidad Merck p.a., en mezcle acido sulférico conc., d= 1.84 =
(celided Merck p.a.): agua (15:85 v/v).

= Sol., de suifito sédico.

20 g./100 ml. de sulfito sédico, calided Merck p.a.
er ogue dest, ocidulade con unes gotos de sulfirico conc. Es =
de preporecidn extemporénea.

= Sol. de hidroquinona.

I g./100 ml. de hidroguinone, colided Merck, en agua

dest. aciduleda con unas gotes de sulfdrico conc. Es de prepa=

racién extempordnea.

2.2 - Ensoyo de activided fructoso-1,6-difosfotase ferre-

doxina-dependiente.

Analogamente @ lo indicado pera la nitrito reductasa
se ensoydron compoiativemente los ferredoxinas de espincca y =
lechuge en relacién con la octividaed fructose=1,6-difosfatasa
del sistema FDPase-Fectox protéico procedente de espinaca. La

mezcla de reaccidén incluye tembién fragmentos lisados y lavados

4%



de cloroplastos de espinaca como fuente del complejo fotoquimi
co de reduccién de la ferredoxina, ectuendo el par ascorbato-
=DPIP como donador de electrones., El sistema es estrictamente
dependiente de concentraciones fisioldgices de Mg++, viéndose
su actividad estimulade en presencie de compuestos con grupos
=SH libre, tipo glutetion. Finalmente, le reaccién se verifica
en un medio taponado a pH 8.0, en presencio de EDTA como pro==
tector frente o trozas de metales pesados. La reaccién se lle~

vé a cabo en enaerocbiosis, a 202 C y bajo iluminacién.
20 20 1 = Metédico 2]

Los ensayos se efectueron por triplicaedo pa-
ra cada una de las ferredoxinas, con preparados de anéloga con
centracién. Para ello se disolvieron en agua dest. las ferredo
xinas puras liofilizedas, de tol forma que se obtuvieran solu=-
ciones de idéntica absorcién @ 422 nm, @ un nivel de densidad
6ptica del orden de 1.0, lo que -segin se dedujo anteriormente
a la luz de los respectivos coeficientes de absorcién molar-
corresponde a concentraciones en ferredoxina del orden de -

1.25 mg./ml.

En el compertim ento principel de una cubeta anaerd

bica tipo Thumberg de 3ml. de copacidad se dispusieron:

BU‘F‘FGI’ TriS"ClH OJ66M pH 8,0 o 0 o o 0o © © e o o 100}.10

EDTA 1.32mMM . . . o o &2 s 0 06 6 6 06 0 0o o o o 50,“1.
CloMg 20mM & o 5 5 5 5 o 6 00 5 5 0 0 0 o o o 50/u1.
PPIP 1.3 MM & o o o ¢ ¢ 0 # ¢ 6 4 # # 5 & & & » 50/&1.
Ascorbato 133 mM . . . . o ¢ ¢ o o 6%0 o o o o SQ}Ll.
Glutacién red. 70 mM . . . o . o ¢ o 5 6 o o o o DO }l].@
Sol, de FDPasa . ¢ o 5 o 5 o o o o o o 250 .,contenien=
“do 25/ug.de pro
teina.
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()]

ol., de Facior proteico . . - o« o - o 250 1. ,contenien=
do 0.2 mg. de

proteina,
Sol. de ferredoxina . & 5 & % o8 @ o DU /Lln
£rn el brezo leterol se colecoron, por otro lado:
Fructose-1,6-difosfeto 80 M . . . . 50 /Llu
Suspensién de cloroplastos . o o - . 50 }Iljnequivalenu

tes @ 0.065 mg.

de clorofila.

Se congelo entonces el contentdo del compertimente
principal a =122 {, efectuéndose después por le tubuladura la=
terel un vecio progresivo hasta alcanzer los 15 micrones. Una
vez sellade le célule se descongelo y estobilizé e 202 C, en
cuyo momenio se pasd el contenido del brezo leteral ol compar-
timernt® principol. La cubete se montd entonces en el comparti=
mentoc termostatizado o 202 C, sometiéndose durante 30 min. a
una 1iluminecidén de Y0000 lux en el dispositivo ye anteriormen-
te descrito (1). Posodo ese tiempo se detiene la reaccién des
hociendo el vecio y egregendc 0.5 mi. de sol. de é@. tricloroa=
cético. Se peso el contenido de la cubete @ un tubo de centri-
fuga, y se centrifuge o 5000 r.p.m., (2800 x g) duzente 3 min.
Del sobreradonie se pese 1 ml. @ un tubo de ensayo, y se dosi-
fice el fosfato inorgénico liberedo segin la técnice més arri-
ba descrita. Un blance parelelo se prepard con 1 ml. de ague =
dest. -

Lo obsorcidn obtenide se lleva ¢ la curvo standard
de fosfatos, y se calcule por interpolecidn el fosfoto libera-
do. Este volor es indicotivoe de la efectividad de embas ferre=
doxinas en las condiciones indicadas. Conviene, no obstonfe, -

indicar oqui le felie de velor cuantitetivo en el sentido més
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estricto de este método, hecho ye indicedo por Buchanen y col.
(175), y féecilmente comprensible si se tiene en cuenta el carac
ter muy complejo y algo empirico de este reaccidn, en la que el
papel del "factor protéico" esté ain poco eclarado.

2,2,2.~ Reactivos,
-~ Buffer Tris-ClH 0.66M pH 8.0
Tris 1,324 (159.9 g./1. de Tris, celided Merck p.a.) ..
s o o o o o 50 ml,
CiH 1.32M (109.4 ml1./1. de ClH fuamnte d= 1.19, calidad -
Merck p.e.) . 29.2 ml.

Se ajusta ¢l pH-metro y se lleva a 100 ml. con agua
dest,

= Sol. de EDTA 1.32 mM.
0.049 g./100 ml. de EDTA disédico dihidratado, cali
dad Merck p.a.)

= Sol. de C12Mg 20 mM,
0,406 g./100 ml. de ClyMg.6H,0, celidad Merck p.a.

= Sol. de diclorofenol indofenol, (DPIP)
1.3 mM,
3.8 mg./10 ml. de 2,6-diclozofenol-indofenol, cali-
dad Sigma.

- Sol. de ascorbato 133 mM.
0.2653 g./10 ml. de ascorbato sédico, calidad Sigma.

= Sol. de glutation red., 70 mM,
28,5 mg./ml. de glutetion reducido, calidad Sigma.

- Sol de fructosea=1,6-difosfato 80 mM.
44,0 mg./ml. de fructoso-1,6-difosfato sal trisédi~

ca octohidrato, calidad Boehringer.
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= Sol, de dcido tricloroacético al 5%.
Ademds, haoy gue considersr como reactivos las solucio
nes de FDPG%@EWF@Qin protéice™ y suspension de fragmentos de
cloroplastoes,; cuyé preparecién se describe o continuvacién:A-B

y C. o
&

A.= Obtencion de prepurados purificados de fructosa-1,6-di
fosfatasa,

Hemos vtilizeds el metodo desarrollado en nuestro la
boratoric por Lézoro y col. (176}, Como en casos anteriores,to
das lus opercciones se efectuaron o 42 C, siguiéndose el conteni
do de los procesos cromatogréficos @ 280 nm., en célula de flujo
continuo de 3mm. de pasc Sptico (LKB, Uvicord I1). Estos se =
lievaron @ cobo en columnes cromotogréfices Jobling de doble =
pistén, ¢ un flujo constonte de 0,5 ml./min. en técnica descen
dente, mediente impulsidn con bomba peristdltica (LKB,Recychrom).
Las centrifugocicnes se reclizazon también a 4% C en centrifuga

refrigerada Sorvall Superspeed, mod, RC-=2-B.

En code paso se siguis un control de contenido protéi
co por el métcdo de Lowry =descritc con anteriorided- y de abti
vidad FDPoso de ecuerde con la técnico que més adelante se deta
lla.

A.1,- Metddica,
Lo purificacidn consta de los siguientes pasoss

A,1.1.- Preparccibén de extractos crudos de hojas.

Se vtilizaron lotes de 5 Kg. de espinacas =
frescas que, und vez desprovistas de los peciolos, se lavaron
cbundantemente con cgua de grifo, y con agua dest. después.

Se secaron sobre papel ae filtro y guardodas en bolsas de plas
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tico, se dejaron alcanzar un estado de turgencia manteniéndolos
en frigorifico a 42 C dutante una noche. Se separaron luego las

nerviaciones prominentes y se cortaron en pequenos fragmentes.

Este material se homogeneizo (Sorvall, Omni-mixer) -
con buffer Tris-ClH 0.025M pH 7.5, C12Mg 5mM (1:1 p/v) durante
1 min. a velocidad tope, filtrandose luego .a traves de triple -
capa de gesa de nylon. finolpghve, se centrifugé ¢ 11000 r.p.m.
£20000 x ¢) durante 30 min, ' |

A.1.2.~ Precipitacion térmica.

El extracto obtenido -alrededor de 2700 ml- se
sometié a un calentamiento a 602 C durante 30 min. Se enfrié -
inmediatamente en bafo de hielo, y se centrifugo a 5000 r.p.m.
(2800 x g) durante 10 min., rechazandose el abundante material

sedimentado.
A.1.3.~ Fraccionamiento con sulfato aménico.

Al sobrenadante anterior se ogrego EDTA disdédi-
co, calidad Merck p.a., y cisteina, calidad Sigma, hasta concen
traciones finales respectivas 6.4 y 10 mM. Se adicioné entonces
poco a poco y con agitacidn constante, sulfato amonico finamen-
te pulverizado, calidad Merck p.a., hasta una concentracién fig
nal del 30% de saturacion (164 g. por litro de solucién). Se Qé
j6 reposar 30 min. y se centrifugé a 5000 r.p.m. (2800 x g) du-
rante 20 min., desechandose el sedimento. Medido el volumen de
sobrenadante se siguio adicionando sulfato aménico so6lido hasta
concentracién final del 70% de saturacion (249 g. por litro de
solucién al 30%). El material precipitado se recogié por centri
fugacion analoga, disolviendose luego en unos 40 ml. dejbuffe;
acético-acetato 0.05M pH 5.5, manteniéndolo en maceracién con
agitacion durante una noche. Después se centrifugo durante 20 -

min. a 5000 r.p.m. (2800 x g.), eliminando la fraccién no extrai
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A.1.4,- Filtracién por Sephadex G-100.

La solucién se pesé a través de una columna -
(3.8 x 55 cm.) de Sephadex G-100, previamente equilibrade con
buffer acético-acetato 0.05M pH 5.5. . La elucién se efectud con
el mismo buffer, recogiéndose fracciones de 10 ml., y reuniendo
aguéllas que mostroron cctividad enzimdéticae. El enzime eluia

en cabeza , después del volumen de exclusidn.
A.1.5.,~ Filtracién por Sephadex G-200,

La solucidén anterior -unos 240 ml.- se pasé en
varios lotes por una columne (3.8 x 55 cm.) de Sephadex G-200,
equilibrade y luege eluido en las mismas condiciones anteriores.

El enzime eluia ahore el final del material protéico total.
A,1,6.- Cromctografia sobre DEAE=celulosa.

Las fracciones reunidas del paso anterior =unos
470 ml.- se pascron o través de unao columna (2 x 15 cm.) de -
DEAE-52 celvlssa, equilibrode también en el buffer acetato ante
rior. Lo FDPasa quedaba fijoda cuantitativamente, procediéndo=
se @ su elucién con dicho buffer hecho 1M en CINa. Se recogie-
ron fracciones de 5 ml, y, reuniddas les que mostraoban activi-
dad FDPasa, se dielizaron durante una noche, en flujo continuo
y con agitacién constante, en saco de celofén frente al buffer
acéticc-acetato 0.05M pH 5.5

El enzime asi preparcdo es homogeneo a la electrofo-
resis en gel de acrilemida, conservéndose perfectamente durante
meses por congelacién o =122 C, En el momeritec de su uso se di-
luyé en caso necesario, hasta le concentracién deseada con el

mismo buffer de didlisis,
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A.2.~ Reactivos.

- Buffer Tris-ClH 0.025M pH 7.5, C12Mg -
5 mM.
Tris 0.05M(6.057 g./1. de Tris, calidad Merck p.a.) . .
s s 5 5 s 5.5 « 500 ml.
CiH 0.05M (4.1 ml./1. de ClH fumante d= 1.19, calidad Merck
Delal ks s = 3 403 ml.

Se ajusta al pH-metro y se lleva a 1000 ml. con agua .
dest. Finalmente, se disuvelve Clegé 6H20, calidad Merck p.a., -

a la concentracién 1.015 g./1.

-~ Buffer acético-acetato 0.05M pH 5.5 .
Acetato sédico 0.05M (6.805 g./1. de acetato sédico.3H20,

calidad Merck p.a.) . . « . . . . . 885 ml.
Acido acético 0.05M (2.85 ml./1. de acido acético glacial,
calidad Merck p.a.) - . « o « « . . 1000 ml.

Ajustar al pH-metro con una v otra solucidn.

-~ Buffer aceético-acetato 0.05M pH 5.5, -
CiNa 1M.
58.5 g./1. de ClNa, calidad Merck p.a., en el buffer

anterior.

En relacion con la preparacion de Sephadex G-100 y -
G-200, y de DEAE-52 celulosa, nos remitimos a lo indicado en -

ocasiones anteriores.

A.3.- Dosificacion de la cectividad fructosa-1l,6-difosfata

SQ.

Se ha efectuado por determinacion del fosfato inor-
génico liberado. Sin embargo, por razones de economia del mate
rial y de tiempo, y a diferencia de la dosificacidon de activi-

dad FDPasa ferredoxina-dependiente, se ha hecho uso de 1a pro-
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piedad de este enzima de mostrar actividad en presencia de al-
tas concentraciones de Mg++ y en ausencia de ferredoxina y "Fac
tor protéico” (177) (178) (73), lo que representa una gran sim-

plificacion en las determinaciones de rutina.
A.3.1 - Metddica.

En tubos de centrifuga de 5 ml. de capacidad se

dispusieron:

Buffer Tris-CIHO.2M pH 8.8 . . . . ¢ « ¢ « ¢« « « 0.5 ml.
EDTA 16 M & & s o 5 s o 5 3 5 82 2 8 » & 4. & % & » 02 Ml
Cleg 50 M . . . e e e e . v o owm om ow w Oue WL,
Cisteina 50 mM . . . . o 5 o w o s % Dad mls

Fruc¢tosa-1,6-difosfato 20 mM . . . . . . . . . . . 0.4 ml.

Una vez estabilizados a 282 C se adiciono a cada uno,
a tiempo cero, 0.5 ml. de preparado enzimatico. La incubacioén
se mantuvo a 282 C durante 30 min»; pasados los cuales se detu-
vo la reaccion adicionando ' ml. de sol. al 5% de acido triclg
roacetico. Otro tubo -~el considerado como blanco- se preparéide
forma analoga, sustituyendo el preparado enzimatico por un vo-
lumen analogo de agua dest. Los tubos se centrifugaron a 5000
r.p.m. (2800 x g) durante 10 min., determinandose sobre 1 ml. -
de sobrenadante la cantidad de fosfato inorganico liberado, de

acverdo con la tecnica colorimétrica mas arriba sefalada.

El valor de absorcion leido se llevo a la curva stan
dard de fosfatos, donde por interpolacion se calculo el fosfo-
ro inorganico liberade.De acuerdo con el volumen de sol. enzi-
matica tomada para la determinacion, la cantidad de fosfato 1lix:
berado por 1vml, de preparodo enzimatico se obtendra multipli-

cando por 6 el valor deducido de la curva patron.

Una unidad de FDPasa queda definida como la cantidad

de enzima que libera l}fide fosfato inorganico por min. en las
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condiciones indicadas de ensayo.
A.3.2.~ Reactivos.

- Buffer Tris-ClH 0.2M pH 8.8.
Tris 0.4M (48.456 g./1. de Tris, calidad Merck p.a.) . . .
e s o s e o o o 8 o o o D00 ml.
ClH 0.4M (33.1 ml./1. de CLH fumante d= 1.19, calidad Merck
pea.) © v v« v .. . . 85ul. .

Ajustar el pH y llevar a 1000/ml. con agua dest.

~ Sol. de EDTA 16 mM.
0.596 g./100 ml. de ‘EDTA .disédico dihidrato, calidad
Merck p.a. ‘

- Sol. de Cleg 50 mM.
1.016 g./100 ml. de Cl,Mg.6H,0, calidad Merck p.a.

-~ Sol de cisteina 50 mM.
60.6 mg./10 ml. de cisteina, calidad Sigma.

- Sol. de fructosa-1,6-difosfato 20 mM.
11 mg./ml. de fructosa-1,6~-difosfato sal trisédica -

octohidrotoi'qalidod Boehringer,

- Sol. de acido tricloroacético al 5%.

B.~ Obtencion de preparados purificados de "factor protéi
co".

Hemos seguido el métpdo de Buchanan y col (73), con -

algunas modificaciones introducidas por nosotros (179).

Todas las circunstancias que conclernen a la tempera
tura de las operaciones, fases cromatograficas en columna, cen

trifugaciones, etc., son las tantas veces indicadas en relacidn
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con la purificacion de proteinas.

Un control de contenido protéico segin Lowry, y de =
funcionalidad del "Factor protéico" -de acuerdo con la técnica
que mas adelante se indico-, se siquid en coda una de las fases

de purificaocisn.
B.1.- Metodica.

El proceso de purificacion consta de los siguientes

pasos:
B.1.1.- Pieparacion de extractos crudos.

Espinacas frescos, lavadas y secas, sin pe-
ciolos y nerviaciones prirncipales, se mantuvieron durante la -
noche a =202 C. 500 g. de estus hojas congeladas se homogeneiza
ron durante 3 min. a velocidad maxima (Sorvall, Omni-mixer) -
con 500 ml. de ogua dest., a los que se adicionaron 5 ml. de -
solucion 1M de PO4HK27 suficiente para dar un pH final de 7.
El homogendo se filtro a traves de gasa de nylon y se centrifu
g6 a 9000 r.p.m. (13.000 x g.) durante 5 min.

B.1.2.~- Precipitacion a pH 4.5.

El extracto crudo anterior -alrededor de 650 -
ml.~ se llevo a pH 4.5 adicionando lentamente y con agitacidn
acido férmico IN. Lo fraccion precipitada contiene la mayor par
te de la cctividad FDPasa, y se eliminé por centrifugacién a -
8500 r.p.m. (12000 x g.) durante 5 mim; el sobrenadante se neu
tralizé a continvacién ajustandolo a pH 7 con solucién 1M de -

Tris.
B.1.3.- Precipitacion acetonica.

Al sobrenadante anterior neutralizado -unos 630

ml.~ se agrego lentamente y con agitacidn constante acetona -



preenfriada a =202 C, calidad Merck p.a., hasta una concentra-

cion final del 75% en acetona. Se dejo sedimentar durante | ho

ra, decatandose entonces la mayor parte del sobrenadante. El =~

resto se separo centrifugando a 2500 r.p.m. (1000 x g.) durante
3 min., recogiéndose el precipitado suspendiéndolo en 20 ml. -

de buffer Tris-ClH 0.03M pH 8.0 .

La suspension obtenida se dializo en saco de celofén,
tratado previamente con solucion de EDTA 1 mM, frente al mismo
buffer de extraccion, durante 24 horas con agitacién y renova-
cion constante del mismo. EL material precipitado durante la -
didlisis se elimino por centrifugacién a 10500 r.p.m. (13.000

x g.) durante 15 min.

Aungue la tecnica original de Buchanan y col. (73) -
hace una purificacion mas exhaustiva, el preparado ahora conse
guido tiene los suficientes criterios de pureza como para po--
der ser utilizado en el test de actividad FDPasa ferredoxina-de
pendiente, yao que se encuentra absolutamente exento de ferredo

xina, y presenta solo trazas de FDPasa y Mg++@
B.2.- Reactivos.

-~ Sol. de PO4HK2 ™.
22.823 g./100 ml. de PO4HK,.3H,0, calidad Merck p.a.

~ Sol. de acido formico IN.
3.8 m1./100 ml. de acido formico, calidad Merck p.qa.

- Sol. de Tris 1M,
12.114 g./100 ml. de Tris, calidad Merck p.a.

- Buffer Tris-ClH 0.03M pH 8.0.
Tris 0.06M (7.2684 g./1. de Tris, calidad Merck p.a.) . .
s o« o s @ s s & s o o o & o« o 200 ml,



ClH 0.06M (4.9 «l. /L. de CiIH fumante d= 1,19, calidad Merck
P.G.) o e e o e w e 292 wml.

Ajustar ol pH-metro (Beckman-Expandomatic), y llevar
a 1000 ml, con agua dest.
Sol. de EDTA 1 mM

0.372 g./iitro, de EDTA sal disédica dihidrato, cali
dad Merck p.o.

B.3.~ Test de operatividoed del "factor proteico".

Como anterrowmente ya se cpunto, la FDPasa resulta
operativa en presencia de "factor protéico” y de bajos niveles
de:Mg++;udn en ausencia de ferredoxina y del sistema fotoquimi
co‘que la reduce, cuando ésta es sustituida por ditiotreitol.
La complejidad del sistemo queda asi muy disminuida, mdxiMdrtg
niendo en cuenta que en tales circunstancias el test no necesi

ta efectuarse en condicicnes anaerdbicas
B.3.1.- Metodica.

En tubos de centrifuga de 5 ml. se disponen:

Buffer Tris-ClH Q.66M pH 8 0 . . . . . . . . « . 0.2 ml.
EDTA 1.32 aM ¢ % 60 5 6 8 « 5 8 = &« 2 a » Bhd mi.
Cleg 20 M v e w3 T ¢ R B A
Ditiotreitol 33 aM . . . . . ¢ . . . ¢ o ¢ o . . 0.2 ml.
Albdmine sérico bovina ; s B w5 % % 8 b 8.8 Dedmle’
Sol. de FDPasa . . . : T + 1
contenien
do 50/ug

de protei

T na.,
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Sol. de "factor protéico" . . ¢« s+ ¢« ¢« v + « « o« 0.5 ml.,

‘ contenien-
do 0.4 mg.
de protei-
na.

Se preincubbé la mezcla a 222 C, y se inicié la reac--
cién adicionando a cada tubo 0.1 ml. de fructosa~1,6-~difosfato
80 mM. La incubacién se mantuvo a 222 C durante 30 min., dete-~
niéndose la reaccién por adicién de 1 ml. de éGcido tritloroacé-
tico al 5%. Un blanco paralelo se preparé sustituyendo el "fac-
tor protéico" por un volumen andlogo de agua dest.

La dosificacién del fosfato inorgdnico liberado, asi
como los célculos siguientes se hace segin se ha sefalado repe-
tidas weces.,

B.3.2.- Reactivos.

La mayor parte ya se han descrito al hablar del
"Ensayo de actividad fructosa-1,6-difosfatasa ferredoxina-depen
diente'". Ademés, hay que incluir:,

- Sol. de ditiotreitol 33 mM.
5.1. mg./ml. de ditiotreitol, calidad Sigma.

= Sol. de alblmina sérica bovina.
Img./ml. de albUmina sérica bovina, calidad Calbio--
chem. '

'C.~ Preparacién de suspensién de fragmentos de cloroplastos.

La obtencién de suspensién de fragmentos de eloroplas
tos lisados y lavados se realiza segin se describe anteriormente
en "Operatividad seglin el test de la ferredoxin-NADP-reductas~
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sa". Analogamente su dosificacidn atendiendo al contenido en -

clorofila.

3.~ Operatividad frente a la ferredoxin-NADP-reductasa.

El fundamento y metdodica del ensoyo, asi como preparacidn
de reactivos, se describen detalladamente con anterioridad como
"test de operatividad de la ferredoxina™. No se insiste aqui -
en ello, salvo gque se realizdé por triplicado con las ferredoxi
nas de espinaca y lechuga, frente a la ferredoxin-NADP-reducta

sa ligada al resto estromatico de cloroplastos de espinaca.

Las soluciones de ambas ferredoxinas se prepararon -
por disolucion en agua dest. de los liofilizados correspondien
tes, a concentraciones idénticas del orden de 10 mg./ml. Estas
se ajustaron por lectura espectrofotométrica a 422 nm. de una
dilucién al 1/10 de las soluciones a utilizar, que a la luz de
los coeficientes de absorcion descritos, darian una lectura de
0.8 unidades de densidad optica parc la concentracién arriba -

indicada.

La pendiente inicial de la curva de cinética nos dara

un indice indicativo de la operatividad de ambas ferredoxinas.
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I.- PREPARACION DE FERREDOXINAS DE ESPINACA Y LECHUGA.

Como se ha indicado anteriormente, lotes de 8 kg. y 3 kg.
de hojas de lechuga y espinaca suministraron, respectivamente,
por termino medio 2300 y 1600 ml. de extracto crudo. A continug
cion se detallan las circunstancias y evolucion cuantitativa,
como ejemplo de los numerosos efectuados, de un proceso de pu-

rificacion partiendo de uno y otro material.

Ern las figuras 13 y 14 se esquematizan, dentro de la
metddica de purificacion expuesta, los analisis del eluido cro
matografico en columna de DEAE-52 celulosa, y de filtracion mo
lecular en columna de Sephadex G-75, respectivamente, en el pro
ceso de aislamiento de la ferredoxina de espiﬁocu. Y, analoga-
mente, en las Figuras 15 y 16 los esquemas correspondientes a

los mismos pasos para la ferredoxina de lechuga.

Comparando los esquemas de elucion en DEAE-celulosa
se observa para ambas especies un cieito paralelismo hasta el
momento de elucion de las correspondientes ferredoxinas, quedan

do entornces fijadd en el cambiador mayor cantidad de proteina
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extrafia en el caso de la lechuga, que se libera cuando se pro=
longa la elucidén con la solucion 0.37M en C1™. Este hecho indi
ca una mayor efectividad de este paso para la ferredoxina de -
lechuga que para la de espinaca, como se observa comparando el
nimero de veces purificada que, con relacidén al extracto crudo
y al paso inmediatamente enterior, aparecen en este punto am--
bas ferredoxinas. La diferencia en los volumenes de elucion, -
mayor para la proteina de lechuga, viene motivada por la mayor

longitud de la columna en ésta.

Por el contrario, los esquemas de elucidén en Sephadex
G-75 son completamente andlogos, con una cantidad de ferredoxi
na eluida del mismo orden. El mayor nimero de veces de purifi-
cacion de la ferredoxina de lechuga que la de espinaca, respec
to a los correspondientes extractos crudos de partida, se expli
ca por la menor cantidad de ferredoxina existente en lechuga =
en relacidn a la proteina bruta del mismo. Puede también compro
barse una similitud en los volumenes de elucion, lo que habla

en favor de magnitudes moleculares andlogos.

La homogeneidad y pureza de las ferredoxinas aisladas
queda de manifiesto por las altas razones A422/A274 -que en =
los preparados mas puros eran de 0.49 y 0.46 para las proceden
tes de espinaca y lechuga, respectivamente- obtenidas, compara
bles como luego veremos a las registradas para ferredoxinas de
otros vegetales. Ademds, la electroforesis en gel de poliacri-
lamida, seguida de tincidén especifica de hierro no heminico -
mostrd, como puede observarse en la Fig.17, la presencia de -
una sola fraccién coloreada con ambas ferredoxinas; en la misma
figura aporece también el revelado con negro de amido del desa

rrollo electroforético de la ferredoxina de espinaca.

En las Tablas VIII y IX se expone la evolucién del -
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proceso de purificacion de ferredoxinas de espinaca y lechuga,
respectivamente, con indicacidn del valor A422/A274 o partir -
del momento en que se alcanza una relative pureza, y de los ren

dimientos finales obtenidos.

La Fig.18 muestra una microfotografia a x1000 aumen
tos del preparado cristalizado de ferredoxina de lechuga, en -
la gue se observan cristales aislados en forma de agujas. La -
Fig.19 constituye otro campo de la misma preparacién anterior,
a un aumento de x1250, en que aparecen los cristales con su -
clara tendencia a ogruparse en haces escobiformes. Finalmente,
la Fig.20 es el mismo campo anterior, a los mismos aumentos, =
pero usando luz polarizada como fuente de iluminacion, a fin =
de poner inequivocamente de manifiesto la naturaleza cristali-

na del material aislado.

IT.- CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LAS FERREDOXINAS DE -
ESPINACA Y LECHUGA .

1 y 2.~ Espectros de absorcion visible-UV.- Coeficientes

de absorcidn molar.

Las figuras 21 y 22 recogen los espectros de ab--
sorcidn visible-UV de las ferredoxinas de espinaca y lechuga,
a velocidad de registro de 20 mm_ /min. y ampliocién de escala
x2. La Fig.23 es un espectro de ferredoxina de lechuga, hecho
a mayor concentracion de proteina y a una velocidad de barri-
do de 60 mm./min., para preciser finamente los méximoe de ab--
sorcion en la zona del visible; entre las longitudes de onda -
600 y 370 nm. se uso wna ampliacidn de escala x2, siendo nece-

sario reducirla a x1 =2 unidades de extincidn por todo el an=.
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cho de la carta= a partir de este valor, para evitar la pérdi
da del registro. Con ambos proteinas los maximos de absorcion
aparecen a las longitudes de onda 466 y 422 nm., en el visible
y 330 y 274 nm., en el UV,

En las Figuras 24 y 25 se dan los espectros de las -
ferredoxinas de espinaca y lechugo en estados sucesivos de re-
duccion, hasta que ésta es total. En la Fig.25 se registra tam
bién, para la proteina de lechuga, el espectro de reduccion to
tal, irreversible, conseguido con un gran exceso de agente re-
ductor. Como puede observarse, la absorcion al visible en ambos
maximos baja por reduccion a menos de la mitad en una y otra
ferredoxina, siendo el blandueo casi total en la reducciodn irre
versible con exceso de ditionito. Las razones de absorcion -
ondu/Areda no pudieron determinarse en los maximos a 330 y -

274 nm. por la fuerte absorcion que el ditionito muestra al UV.

La Tabla X recapitula las caracteristicas espectra-

les obtenidas para ambas ferredoxinas.

3.~ Determinacion del punto isoeléctrico.

En la Tabla XI se recogen los valores de pH y absorcién a
422 nm. de cada una de las fracciones eluidas de los tubos =
electroforéticos, una vez concluida la focalizacioén. Tanto con
la ferredoxina de espinaca como con la de la lechuga la focali
zacion conseguida no es lo concisa que lo habitual en esta tec
nica, pero era imposible prolongar por mas tiempo el proceso -

electroforetico, dada la rapida tasa de deterioro.

Las figuras 26 y 27 muestran la representacion grafi
ca del proceso anterior, con superposicion de las rectas de re
gresion obtenidas de los datos experimentales. La forma sinusoi

dal configurada por los valores de pH es tipica del electroen-

170



foque, debiéndose a la distorsion que en el gradiente introdu=-
cen las soluciones dGcida y alcalina de los electrodos. Por in-
terpolacion en las respectivas rectas de regresion se obtuvieron
para el punto isoeléctrico los valores 4.4 y 4.7, respectiva--

mente, para las ferrsdoxinas de espinaca y lechuga.

4.- Potencial de éxido-reduvccion.

En la Tabla XII se indican los valores de absorcidén a 740
y 422 nm. de una solucidn 0.1 mM de metilvioldgeno, desde las
condiciones de una total reduccién por ditionito en anaerobio-
sis, hasta la oxidacion total, pasando por estados intermedios
de reduccién obtenidos por admisiones sucesivas de aire. Se in
dican también las relaciones de absorcién A740/A422 para cada
estado, con cdlculo final de la media, que resultd ser 1.25.
Puede también observarse que en estado de total reduccion la -
absorcién a 740 nm. es de 0.210, siendo nula la absorcién de la

forma oxidada.

La determinacion de la diferencia de absorciones a -
422 nm. entre los formas 100% oxidada y 100% reducida, por uni
dad de absorcion de la forma oxidada, se determind para ambas
ferredoxinas en solucion aproximadamente 0.1 mM, obteniéndose

los siguientes valores:

Espinaca Lechuga
102: oxidado A422 = 0.967 A422 = 0.962
10 reducido
A = 0.463 A = 0.467
A100% ox.™R100% red. 422 422
A]OO% ox . 0.521 0.514

La Fig.28 recoge los registros intermitentes de las
absorciones a 422 y 740 nm., en distintas situaciones de equi-~

librio por sucesivas admisiones de aire; la solucién de metil-~
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viologeno era exactamente 0.1 mM, y aproximadamente de la mis-
ma concentracion la de ferredoxina de lechuga. Las dos primeras
lecturas corresponden a situaciones de total reduccion efectua
das con un intervalo de 10 min., como control de la hermetici-
dad del cierre de la cubeta. Para el cdlculo se tomaron solo -
dos medidas en cada experiencia, correspondientes a la 2%y 3%-
admisiones de aire. Las anteriores a éstas presentaban dificul
tades en la cuantificacion de la ferredoxina, dada la baja ta-
sa de ferredoxina oxidada presente. Las posteriores llevaban -
implicito un error en la medida a 740 nm. -como facilmente pue
de observarse en la figura~, a consecuencia de la turbidez ' que

adquieren las soluciones de ditionito con el tiempo.

Las Tablas XIII y XIV muestran la evolucion de esta
compleja determinacion con ferredoxinas de espinaca y lechuga,
respectivamente. Teniendo en cuento'que se efectuéton dos espe
riencias con cada ferredoxina, y que en cada una de ellas se -
analizaron dos situaciones de equilibrio, se obtuvieron en to-
tal cuatro valores de potencial redox para cada ferredoxina, a

partir de las cuoles se calculd la media.

5.- Determinacion del peso molecular.

En la Fig.29 aparecen superpuestos los registros de elucién
a 280 nm. de la ferredoxina de lechuga, y de los standardsccito
cromo C, mioglobina y quimstripsinbégeno A, de los tubos en que
se efectuo la centifugacion en gradiente. En todos ellos puede
observarse la ancha banda de elucion, consecuencia de la alta
difusibilidad derivada del bajo peso molecular de estos compues
tps. :

Aplicando las expresiones indicadas en Parte Experi-

mental, hemos obtenido para ambas ferredoxinas un peso molecu-
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lar de 12380, cuando se comparan sus bandas de elucion con la
del citocromo C, standard con la posicidén de sedimentacidn mds
proxima a la de las ferredoxinas, y con un volumen especifico
parcial muy prdéximo al descrito pora otras ferredoxinas tipo
2Fe. Ancloganente, el coeficiente de sedimentacion SZO,W en -~

relacidén con el dicho stcndoxd ha resultado ser de 1.74 S.

Lo determinacion del peso molecular atendiendo al -
contenido en hierro (ver Tabla XVIII), da un valor de 6090 y -
6530 por mol de hierro, parc las ferredoxinas de espinaca y le
chuga, respectivamente. Y, puesto gque los resultados mas adelan
te expuestos, indican que estas ferredoxinas poseen 2 atomos -
de hierro por molécula, los pesos moleculares seran 12180 para

la proteina de espincco, y 13060 para la de lechugao.

Sobre la base de un contenido en leucina de 8 moiéqg
las por mol de proteina se obtienen para las ferredoxinas de -
espinaca y lechuga pesos moleculares respectivos de 10870 y -
11480 (ver Tablas XVI y XVII), una vez deducidas las correspon
dientes n-1 moleculas de agua de los enlaces peptidicos, y adi
cionados los 2 Gtomos de hierro y 2 equivalentes de azufre 14
bil por molecula. Estos valores son proximos a los obtenidos ¢
por fas técnicos de centrifugacion en gradiente y contenido en
hierro, mas aln si se tiene en cuenta que en ellos no se ha con
siderado el contenido en triptofano =no determinado por noso--
tros-, y cuya presencia es constante en las ferredoxinas de -

plantas superiores.

En la Tabla XV se recogen los valores de pesos mole-

culares obtenidos usardo las tres técnicas indicadas.

6.~ Composicion en aminodcidos.

Se han hecho por triplicado, en analisis alternantes de -
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problemas y standards,las. determinaciones de aminoacidos en los
hidrolizados de 20 horas de ferredoxinas de espinaca y lechuga,
cuantificéndosé cada problema frente al standard desarrollado -
inmediatamente despues. Al mismo tiempo se ha llevado a cabo un
analisis, frente a su standard paralelo, de una muestra someti
da a 70 horas de hidrolisis, cuantificandose en ella los aminod
cidos treonina, serina y tirosina. La determinacion de cada uno
de ellos se efectuo de acuerdo con las indicaciones espuestas

en Parte Experimental.

En las Figuras 30 y 31 se reproducen los.aminogramas
obtenidos con una muestra de hidrolizados de 20 horas de ferqg
doxinas de espinaca y lechuga, respectivamente. La altura de -
los picos es menor que esta Ultima debido a la menor concentra

cién de la solucion partida.

Las Tablas XVI y XVII fecogen los resultados de las -
distintas muestras analizadas. En ellas se incluye también la
composicién en aminodcidos de ambas ferredoxinas, normalizadas
las concentraciones de los mismos a un contenido de 8 restos -
de leucina por molécula, y ajustados los valores asi obtenidos
al nimero mas proximo de unidades. Sobre esta base se calculé
el peso molecular de las cadenas polipeptidicas y, finalmente,
el peso de ambas ferredoxinas por adicion de los valores corres

pondientes al hierro y azufre labil.

7 y 8.~ Contenido en hierro.- Determinacién de azufre -
2- s

inorgdanico como S

La determinacion del contenido en hierro, efectua
da por triplicado, di6é como valores medios 0.99 y 0.86% para
las ferredoxinas de espinaca y lechuga, respectivamente. Sobre
la base de pesos moleculares 11810 y 12307, media de los obte

nidos por los tres procedimientos arriba indicados, se calcu-
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loron contenidos molares respectivos de hierro de 2.10 y 1.88,
que clorcmente definen un valor de 2 dtomos de hierro por molé
cule de ferredoxina.

Andlogamente, hemos obtenido para el azufre como Szg
porcentajes en peso de 0.47 y 0.48% con las ferredoxinas de es
pinace y lechuge, gue en base ¢ los pesos moleculares indica-
dos representan contenidos molares de 1.75, para la ferredoxi
na de espinagca, y 1.85, para la de lechuga. Es obvio, por tan

5 v y 2"' 7
to, que ambas proteines poseen dos restos S por molécula.

En la Tabla XVIII se indican, pormenorizados, los va

lores obtenidos en una y otra determinacién,

9.- Determinacién de grupoes =SH titulables.,

En las figuros 32 y 33 se recogen las titulaciones respec
tivas con p-hidroximercuribenzoato de las ferredoxinas de es=-
pinaca y lechugoe. ELl punto de equivalencia se ha obtenido por
interseccidn de los rectes de regresién correspondientes a las
lecturascde pendiente positiva, por un lado, y-@’las corresponri
dientes @ la meseta, por otro,. siendo de O,4Z}LM de PHMB =9.4
adicicnes de 0.05 M coda uno- para lo ferredoxino de espinaca,
y de 0;6?}1M de PHMB -12.6 adiciones de 0.05 M- para la de le-=
chuga.

El nimero total de equivalentes de mercurial admiti=-
dos por mol de ferredoxina se dedujo la cantidad de ésta some=
tida o titulacidén: 2 ml. de soluciones de ferredoxina de espi=
naca y lechuge con absorciones respectivas a 422 nm. de 0.31 y
0.35 que, sobre la base de coeficientes de extincién molar =
9.95 x 108 y 9.76 x 103, representan 03062}LM de ferredoxina -
de espinaca, y Ov072)LM de ferredoxina de lechuga.

0.47

equiv. PHMB/mol ferredoxina de espinaca = 5087 = 7.6

]
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equiv. PHMB/mol ferredoxina de lechuga = 626§%L = 8.7

%)

10.~ Accesibilidad de los grupos -SH por cromatografia de cova-

lencia.

Las pruebas de accesibilidad de los restos ~SH pusieron
de manifiesto que, sin incubacidn previa con urea, las férredg
xinas de esplnaca y dechuga eluyen cuantitativamente sin fi--
jarse en la tiblpSﬁphorosao Despuéé de una incubacién de 2 ho
ras a 492 en presencia de urea 8M; la fijacion fue practicamen
te total; en toles condiciones las ferredoxinas aparecen des-
naturalizadas, con pérdida de la absorcion a 422 nm., no rege

nerandose la proteina nativa por didlisis.

Estos hechos indican una falta de accesibilidad de =
los grupos =SH de las ferredoxinas nativas al grupo activo pi
ridinico, que cesa al romperse la estructura tridimensional =-

de ambas proteinas por la accidén del desnaturalizante.

ITII.- ESPECIFICIDAD BIOQUIMICA DE LAS FERREDOXINAS DE ESPINA-
CA Y LECHUGA.

En la Tabla XIX se exponen los valores obtenidos para -
los tres sistemas enzimdticos de hojas de espinaco, ferredo--
xin-dependientes, ensayados frente a la ferredoxina homéloga
de espinaca y la heterbéloga de lechuga. Las determinaciones -
se efectuaron por triplicado, anotandose también los tontos =
por ciento de actividad de la ferredoxina de lechuga frente a

la de espinaca.
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ABLA Viii

PuriificaciSn de rerredoxina de hojas de espinaca

Material de partida: 3 kg de hojas brutas (suministrando 1300 g de
hcjas despecicladas y desnervadas).

Volumen Proteinas Veces

(ml) Lowry (mg) A422/8274 Purificado

Extracte crudo 1600 15520 1.0
Precipitacidon acetinica 167 1286 12.1
Adscrciln DEAE-celulosa 35.5 230.7 0.20 67.3
Cromatograiia DEAE-celulcsa:

fraccidn/es mExima actividad 30 0.46

reunidn fraccicnes activas 115 126.5 0.35 123

Filtraci?n Sephadex G-75:
fraccién/es maxima actividad 20 0.49
reunidn fracciones activas 70 50.6 0.47 307

(39.0 por pesada)

' Rendimiento: 13 mg de ferredoxina/Kg de hoja bruta -
g " - /Kg de hoja despeciolada

y desnervada.
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TABLA IX

Purificacifn de ferrasdoxinsg de hojas de lachuga

Materisl de partida: 8 Kg de hcjas brutas (suministrando 1750 g de

hojas verdes despecicladas y dsasnervadas).

Velumen Proteinas ’ Veces
(ml) Lowry (mg) AL2/8274 purificado

Extracto crudo 2300 20815 1.0
PrecipitaciSn acetdnica 170 1287 16.2
Adsorcidn DEAE-celdosa. 40 356 0.17 58.5
Cromatograiia DEAE-celulosa:

ftraccifn/es maxima accividad 30 0.33

reunidn fracciones activas 140 103.6 0.21 201

Filtracién por Sephadex G-75:

fraccidn/es maxima actividad i0 0.46
reunidn fracciones actiwvas 43 40.8 0. 44 51¢
(31.9 por pesada)

Redimientoc: 4 mg de ferredoxina/Kg de hoja bruta

" "

18 mg /Kg de hoja despeciolada y do.

nervada.



TABLA X

Caracteris ticas espectros de las ferredoxinas de espinaca y lechuga

Espinaca:

Ox. 460 nm. 422 nm. 330 nm. 274 nm.
Méximos de absoreionip.y rey, 460 nm. 422 nm. 330 nm. 274 nm,
L (hombro) (hombic)
Razones de absorcidén OUx. 0.43 0.49 0.65 1.00
(A-/A 7,
Razones de absorcidn on'/Ared. 2.29 2.09 ND ND
rev.
Absorcién soclucidn al 1% ND 8.43 ND 17.47x103
Cosf, obsorcifn M Ox. ND 9.95x10° ND 20.63x10°
Lechuga:
[Ox. 460 nm. 422 nm. 330 nm. 274 nm.
Méxi d b 5 Red. rev. 460 nm. 422 nm. 330 nm. 274 nm.
X1mos e absocrcion (hombro) (hombro)
Red.irrev. - - 330 nm. 274 nm.
Razones de absorcién Ox. 0.41 0.46 0.66 1.00
(eTgry) |
J’AOX./Ared.rev. 2.41 2.09 ND ND
Razones de absorcién
[ A /A, 7.50 5.71 ND ND
ox! 'red.irrewv.
Absorcién solucién al 1% ND 7.93 ND 17.6Ox103
Cuet absopeifa M Ox. ND 9.76x10°  ND 21.66x10°



TABLA X1

=SS

Elucién de las columnas de electroenfoque para la determinacion

del punto isoeléctrico de las ferredoxinas de espinaca y lechuga

Fraccibén n¢ Espinaca Lechuga
(0.4 ml)

pH Agoo pH Ay
2 3.85 - 3.72 -
3 3.93 = 3.80 -
4 4.15 0.55 4.10 0.57
5 4.33 0.58 4.56 0.60
6 4.97 0.51 5.29 0.46
7 6.04 - 6.44 -
8 6.90 - 7.2 -
9 7.47 - 7.69 -
10 7.80 - 8.00 -
11 7.98 - 8.20 -
12 8.20 - 8.41 -

F'ss
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TABLA XII

Absorcién a 740 y 422 nm. y razén A740/A422, de una solucién
0.1mM de metilviolSgeno desde un estado de total reduccién, pa

sando por reducciones parciales, hasta oxidacién cuantitativa.

Az40
0.210
0.183
0.159
0.133
0.109
0.083
0.038
0.015
0.0

Ago

0.164
0.147
0.125
0.107
0.086
0.066
0.030
0.012
0.0

Valor medio:

A740/A 422

.28
.24
.27
.24

1
1
1
1
1.
1.
1s
1.

26

(100% red.)

(100% ox.)



TABLA XIII

Determinacién de potencial redox de ferredoxina de espinaca (los letras entre paréntesis hacen referencia a
. Parte Experimsrital)

Aoy sn(MV 0.1mM 100% red.) = 0.210 A,oo(Fd 100% ox.) = Agoo(Fd 100% red.)
740 F - 422 422 - 0.514
A740/A422 del MV red. =1.25 T LyPPL! TOO% ox.) 2k
lT;\ 3 [—_0.—1
Sl 7 I8k | &2 = ' i
X . ¢ 2N ©
) - — bt 3’\E - L % (Rl
2 T |2 | g I g | =97
o) (o] i Q © ~—~ — O (0] (e}
15 o - E L 1|70 — il o .
§ ¢ I 1 N & B w Fﬁ“ I LE_, - E
N i 3 ey & o N = b 2 e °
- g . o 3 o N It o - © al & (voltios)
< L J L g | l——lLL L—-——ju‘ LELJ l._-—]
(¢) (d) | (d) (d) (e) (f) (g) (h) (i) (i)
0.1491 70.95| 29.05 | 0.119 | 0.635 0.516 0.469 90,04 9.96 3,701 -0.412
0.972 0.079 | 37.62| 62.38 | 0.063 | 0.731 0.668 0.313 60.02 39.98 2.489 -0,423
0.125| 59.52 | 40.48 | 0.100 | 0.680 0.580 0.403 77 .41 22.59 2.330 -0.424
0.956 0.036| 17.14 | 82.86 | 0.029 | 0.792 0.763 0.202 38.75 61.25 3.058 -0.417

Valor medio = -0.419




Determinacién de potencial redox de

ferredoxina de

TABLA XIV

leCthEr(lOS letras entre paréntesis hacen referencio a Parte

Eﬁgetiméntol

A74O§MV 0.1mM 100% red.) = 0.210 - Ag9o (Fd 100% ox.) - A422(Fd 100% red.)
Aor /A oo del MV - . 2 - 0.514
740/A422 9e1 Woog, 2 A, (Fd 100% ox.)
422
L g
~ o
: = :
o] © wn ] e}
x . x . i ~—1 — — — \ =i
(o] — (@] (@] o O] L (@] © X
i '3 > © L 2 [ ) 3 ol o
¢ g | ° | <17 =] P
EQ (] n I [V 1| © I " w | |
o c = (" g " e — e —
:_/ \3 -8 r—;—' 8_ ~r 8- Q -6 r—-—'-1 r_:| -U. [
sl eSS sl yl e ] 2SS &
<:‘¢ <t'\ LXJ \ ) <~¢ <¢ <¢ “ e L L= ahE
DT @@ @] @ ®[6]mn |6 | (voltios)
0.150 | 71.43 | 28.57 | 0.120 | 0.643 | 0.523 | 0.457 | 88.89 | 11.11 3.203 20,417
0.963
0.138 | 65.71 | 34.29 | 0.110 | 0.660 | 0.550 | 0.429 | 83.42 | 16.58 2.627 _0.421
, 5127 | 70.00 | 30.00 | 0.118 | 0.697 | 0.579 | 0.407 | 79.24 | 20.76 1.636 -0.433
0.97
0.101 | 48.09 | 51.91 | 0.081 | 0.732 | 0.651 | 0.337 | 64.90 | 35.10 1.996 0.428

Valor medio = -0.425




TABLA XV

Peso molecular de las ferredoxinas de espinaca y lechuga segin
técnica vtilizeda

Téecnica utilizada Espinaca Lechuga
Centrifugacién en gradiente 12380 12380
Contenido en hierro 12180 13060

| Composicién en aminodcidos *10870 *11480
Valor medio 11810 12307

*No se considera el contenido en triptéfano, no

determinado.
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Lisina
Histidina
Arginina
A.asplrtico
Treonina
Serina
A.glutémico
Prolina
Glicocola
Alanina
Valina
Metionina
Isoleucina
Leucina

Tirosina

Fenilalanina

} Cistina

Composicién en aminodcidos y peso molecular de la ferredoxina de espinaca.

TABLA XVI

Extrapolacién
tiempo O g;M/ml) o 8 leucinas entero de restos

Normalizacién Ajuste o nimero

20 horas hidrol. (uM/ml) 70 horas hidrol.
M. 1 M2 M3 Media (a/m1)
0.52 0.49 0.53 0.51
0.13 0.15 0,13 0.14
0.13 0.13 0.13 0.13
1.78 1.71 1.72 1.74
0.97 0.93 0.92 0.94 0.84
0.80 0.76 0.79 0.78 0.67
1.68 1.58 1.60 1.62
0.51 0.49 0.56 0.52
0.78 0.70 0.79 0.76
1.12 0.87 1.03 1.01
0.9 0.79 0.74 0.81
0.06 0.11 0.12 0.10
0.51 0.47 0.43 0.47
0.95 0.97 0.91 0.94
0.49 0.47 0.45 0.47 0.51
0.23 0.20 0.21 0.21
0.44 0.44 0.47 0.45

0O 0O 0O 0O 0O OO =0 o0 — O O — O O O

5 4,34 4
14 1.19 1
.13 .1 1
74 14,81 15
.98 8.34 8
.83 7.06 7
.62 13.79 14
«D2 4.42 4
.76 6.47 6
.01 8.60 9
.81 6.89 ¥4
.10 0.85 1
.47 4,42 4
.94 8.00 8
.47 4.00 4
.21 1729 2
.45 3.83 4
Nomero total de restos: 99

p.m.cadena polipeptidica: 10690
p.m.ferredoxina (2Fe-252"): 10870



TABLA XVII

Composicién en aminodcidos y peso molecular de la ferredoxina de lechuga

20 horas hidrol.@;ﬂ/ml) 70 horas hidrol. Extrapolacién Normalizacién Ajuste a nimero
4

M1 M. 2 M.3 Media M/ml1) tiempo O 9;M/ml) a 8 leucinas entero de restos
Lisina 0.18 0.18 0.21 0.19 0.19 5.42 5
Histidina 0.07 0.08 0.07 0.07 0.07 2.00 2
Arginina 0.07 0.08 0.07 0.07 0.07 2.00 2
A.aspértico 0.47 0.47 0.52 0.49 0.49 14.00 14
Treonina 0,25 0:25 0.28 0.26 0.25 0.26 . 7.43 7
Serina 0.28 0.27 0.31 0.29 0.25 0.31 8.86 9
A.glutémico 0.46 0.47 0.52 0.48 0.48 13. 71 14
Prolina 0.22 0.22 0.23 0.22 0.22 6.29 6
Glicocola 0.3] 0.30 0.32 g.31 0.31 8.86 9
Alanina 0.23 0.19 0.25 0.22 0.22 6.29 6
Valina 0.29 0.28 0.27 0.28 0.28 8.00 8
Metionina 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.86 ]
Isoleucina 0.13 0.15 0.16 0.15 0.15 4.29 4
Leucina 0.24 0.29 0.31 0.18 0.28 8.00 8
Tirosina 0.10 0.11 0.11 0.11 0.12 0.11 3.14 3
Fenilalanina 0.11 0.11 0.12 0.11 0.11 3.14 3
1 Cistina 0.14 0.13 0.14 0.14 0.14 4,00 4
Nimero total de restos: 105
p.m. cadena polipeptidica: 11300

p.m.ferredoxina (2Fe-2$2'): 11480



TABLA XVIII

Determinacién de Fe y 52‘"= en las ferredoxinas de espinaca y le-

. _c_h,vgu..e.,__,.,,.,‘;~-—-'-"“";.:_ s s e i

Espinaca ~_Lechuga

% en peso _ﬁbi€§7%31 % en peso moles/mol.

0.98 2.07 0.86 1.89

Contenido en Fe 1.01 2.13 0.85 1.87
0.99 2.09 0.86 1.89

M: 0.99 M: 2.10 M: 0.86 M: 1.88

0.48 1.77 0.48 1.85

Contenido en S2~ 0.47 1.75 0.50 1.9
0.46 1.74 0.47 1.80

M: 0.47 M: 1.75 M: 0.48 M: 1.85

ks >
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TABLA XIX

Operatividad de las ferredoxinas de espinaca y lechuga frente a varios sistemas enzi-

mdticos ferredoxin-dependientes, de espinaca.

Lechuga/Espinuco
Espinaca Lechuga %

Nitrito reductasa 91M de 0., 59 0.36
N0?= reducido/min./ml de 0.57 0.34 58
sol. de ferredoxina) 0.6l 0.33

media: 0.59 media: 0.34
Fructosa-i,6-difosfatasa 12.2 8.28
M de P. liberado/min./ 10.9 8.88 78
ml de sol; derterredoxinu) 10.9 9.31

media: 11,3 media: 8.8
Ferredoxin=NADP=reductasa 0.84 0.50
SuM de NADP reducido/min./ 0.84 0,52 62
mg de clorofila, 0.86 0.56

media: 0.85 media: 0.53

N4
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Numerosas han sido las ferredoxinas purificadas hasta
la fecha. Entre las bacterias no fotosintéticas se encuentran -
las de Azotobacter vinelandii (86), Cibstridium pasterianum -
(87,89), Cl. butyricum (91), Cl. acidi-urici (91), Cl. tetano-
morphum (91), Cl. cylindrosporum (91), Cl. botulinum (94), Cl.
thermosaccharolyticum (92), Cl. tartarivorum (95), Desulfovibrio
gigas (97), Micrococcus aerogenes (99), Pseudomonas elsdenii
(100), Peptococcus glycinophilus (47) y Bacillus polymyxa (102)
y las de Chlorobium thiosulfatophilum (19), Chloropseudomonas
ethylicum (84), Chromatium (18) y Rhodospirillum rubrum (126),

entre las bacterias fotosinteticas.

Ferredoxinas de algas han sido aisladas las de los -
procariotes Nostoc muscorum (4), Anacystis nidulans (80), Spi-
rulina maxima (180), Mocrocystis (82) y Aphanotece (83), y las
de los eucariotes Euglena gracillis (104), Chlamydomonas rein-
hardi (104), Scenedesmus (105), Bumilleriopsis filiformis (107),
Porphyridium cruentum (181) y Botrydiopsis alpina (181). Han -
sido purificadas también las de los helechos Equisetum (122) y
Polystichum munitum (119) y, finalmente, las de 11 especies Fa
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nerogamas que se indican en la Tabla VI.

Salvo algunas excepciones, todas las ferredoxinas han
sido purificades siguiendo las pautas generales marcadas por -
Mortenson y col. (8,87), Tagawa y Arnon (9) y Lovenberg y col.
(91), basadas en el empleo de un nimero limitado de técnicas:
precipitacioén acetédnica, adsorcion en DEAE-celuloso, fracciona
miento con sulfato amonico y filtracidn molecular por geles.
Modificaciones en las condiciones de empleo de las mismas eran
introducidas de acuerdo con las caracteristicas del material -
de partida, y segun se desease aislar simultdneamente otros com
puestos. Asi, Mitsui (104) obtiene mediante tres tratamientos
con DEAE-celulosa, filtracion por Sephadex G-75 y precipitacién
con SO4(NH4)2, un preparado completamente puro de ferredoxina
de Euglena,y otro de alto grado de pureza de citocromo C-552.
Andlogamente, Borchert y Wessels (153) obtienen por precipita-
cién acetonica, fijacion en DEAE-celulgsa y doble filtracién -
por Sephadex G-75, un preparado homogéneo de ferredoxina de es
pinaca, junto con una fraccidén a partir.de la cual aislan ferre

doxin-NADP-reductasa. y plastocianina.

En genéral, todos los métodos hacen especial enfasis
en el uso-de-DEAE-celulosa, ya que el alto contenido en aminod
cidos dcidos de las ferredoxinas permite su fuerte fijacion en
este cambiador adn a pH ligeramente alcalino, y su posterior -
elucion a pH tonstante por simple elevacidon de la concentracién
en‘Cl‘o Por otro lado, como la adsorcion sobre DEAE-celulosa =
tiene también lugar en presencia de altas concentraciones de -
504(NH4)2 y en medios fuertemente acetoénicos, ello permite apli
car el cambiador despues de eliminar proteinas extrafias por -
"salting out" con dicha sal (34, 87, 182), o después de extraer
la ferredoxina del materigl de partida .con acetora al 50%, tal

como lo describen Crawford y Jensen (110) para la ferredoxina
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de maiz.

Excepcionalmente se han utilizado otras teécnicas pa=
ra la resolucién de casos concretos. Asi, una cromatografia de
adsorcidén en columna de hidroxiapatito para el aislamiento de -
la ferredoxina de cola de caballo (122); o una doble electrofo-
resis preparativa a pH 7.5 y 8.9 en gel de poliacrilamida para
la purificacién de la ferredoxina de Pinus pinea (120).

Un problema adicional es el de extracién del material
biologico, en orden a la obtencion de altos rendimientos en fe
rredoxina y a la prevencién de la desnaturalizacion de ésta.

Los sistemas buffer habitualmente usados para ello son a base -
de fosfatos o Tris-ClH, tamponados entre 7.2 y 8.0 para preve--
nir la perdida de SH2 que las ferredoxinas pueden sufrir adn en
condiciones ligeramente dGcidas (183). Y aunque estos compuestos
se encuentran en estado soluble en el interior del cloroplasto,
la adicion de un detergente a la solucién de extraccién aumenta
el rendimiento, seguramente por coadyuvar a la rotura de la pa-
red del cloroplasto. Algunos detergentes tipo Tween 80 protegen
a la ferredoxina del efecto inactivante de los taninos presentes
en las hojas; ésto es especialmente patente en Ginnospermas -Pi
nus, Thuja, Taxus, etc. -, cuyos abundantes taninos destruyen

totalmente la ferredoxina cuando se prescinde de é1 (123).

Especial énfasis ponen algunos autores en la necesi-
dad de acortar en lo posible la duracidn del proceso de purifi-
cacion, dada la labilidad del material a aislar. Teniendo en - =
cuenta ésto Crawford y Jensen disefiaron un método para la ferre
doxina de maiz que permite individualizarla en sdélo 36 horas.
Keresztes-Nagy y Margoliash purifican la ferredoxina de alfalfa
(116) mediante un procedimiento que consideran optimo por pres-

cindir de pasos reputados como agresivos -uso de disolventes or
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ganicos- o excesivamente lentos -centrifugacion de grandes vold
menes, didlisis prolongadas, pracedimientos electroforeticos, -
etc, =, y que rdpidamente desemboca en el murejo de peqguenos Vo
limenes, sobre lo que es factible aplicar condiciones anaerébi-
cas de manipulacion. En relacion con ésto Ultimo los autores =~
aconsejan desgasar las soluciones, y aun conservarlas bajo nitrd
gerio, cuando entre fase y fase del proceso de purificacién haya

de transcurrir cierto tiempo.

Un problema relacionado con la purificacion es el cqﬁ
trol de esta y la dosificacion de la ferredoxina aislada. Méto-
dos inespecificos de cuantificacion solo podran ser usados en
el estadio final de total purificacion. De ellus el de Lowry da
so0lo valores aproximados, pues con la ferredoxina de Colocasia
(121) se obtienen, frente a un standard de albumina bovina, =~
valores superiores en relacion 4:3 a los obtenidos por pesada.
Esta es, desde luego, el método mas exacto, pero sometido a las
limitaciones derivadas de las pequefas cantidades gue habitual-
mente se obtienen, y la inestobilidad e higroscopicidad de los
preparados secos en presencia de aire, que obliga a efectuar la

operacion con suma diligencia.

Los metodos especificos, de los qgue el test de la fe
rredoxin~-NADP-reductasa constituye la muestra mas representdti-
va, presentan también dificultades a nivel de preparados no pu
rificados; Siedow y San Pietro (184) han hecho una enumeracién
de compuestos existentes en extractos de vegetales, que podrian
competir con la ferredoxina como transportadores de electrones
en la reduccién del NADP y cotocromo C. Haslett y col. (185) pro
pusieron un metodo basado en la medida por el electrodo de Clark
del nivel de oxigeno desprendido, en presencia de cloroplastos
lisados y lavados, como consecuencia de la reaccion de Hill; la

evidente falta de especificidad del metodo no requiere discusién.
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Mas recientemente, Matson y Kimura (186) han descrito un méto-
do inmunologico especifico de dosificacion de ferredoxina en -
extractos crudos, basado en la inhibicion por un suero anti-fe
rredoxina de espinaca de la actividad ferredoxin=NADP-reducta-
sa; es obvio, sin embargo, que el método estard sometido a las

mismas limitaciones anteriormente indicadas para dicho test.

Nosotros hemos adoptado el método de Lowry para seguir,
a efectos comparativos, el control del proceso de purificaciéh
a lo largo de los pasos del mismo. No obstanfe, para el computo
del rendimiento en ferredoxina, hemos determinado por pesada -
el preparado homogéneo final seco, deduciendo del mismo peso -
de buffer Tris-ClH correspondienté al volumen GUltimo desecado.
Esto nos permitid,previa disolucion del material seco en un vo
lumen fijo, calcular postériormente el coeficiente de absorcién
de las ferredoxinas a las longitudes de onda adecuadas, valor
que se usO posteriormente para la cuantificacipn del material

de partida en las determinaciones subsiguientes.

El test de la ferredoxin-NADP-reductasa lo hemos uti-
lizado como criterio de funcionalidad, mientras que la razon -
de absorciones visible/UV y la electroforesis en mcrilamida, -
como pruebas de pureza y homogeneidad. Las altas movilidades -
en acrilamida, derivadas del bajo peso molecular de estos com-
puestos, provocan desplazamientos de las ferredoxinas con el -
frente a las concentraciones habituales de gel, impidiendo un
control correcto de la homogereiddd de laiproteina.Esto nos ha
forzado, con los inconvenientes metodologicos que presenta, a
usar geles del 15% de acrilamida, concentracién andloga a la -
usada por Zanobini y &0l{120) para la ferredoxina de Pinus pi-
nea, y ain inferior al 30% empleado por.Rao (121) con la proce
dente de Colocasia, que presenta asi un 75% de movilidad res--

i .

pecto al frente.
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Lo metddica de purificacién que hemos usado se basa
en lus técnicas generales antes indicades y presenta sobre el

método desarrollade por Tagowe y Chain (41) lo perticularidad

de efectuar el desarrclle cromatogrdfico en DEAE-celulose mes=
diante gradiente continuo de CiNa, en vez de discontinuo de la
técnica oxigiral, y de introducir come final del proceso una =
filtracidn molecular por Sephadex G-75, no existente en aquélla.
Todos los pasos han sido andlogos en espinaca y lechuga, si ex
ceptuames uno columnoe de DEAE=celulosa de 40 cm. pere la segun
da, frente. o la de 30 em. de la primere; este longitud adicio=
nal fué introducide paere conseguir una mejor resolucién frente

g una zona de impurezds,. no existente en espinaco.

Segin se deduce en los Tables VIII y IX, hemos con=
seguido rendimieéntos en ferredoxines del orden de 13 mgs. y =
4 mgs. por Kg. de hojo biute, no despeciclade y desnervada, de
espinaca y lechugu, respectivamente, calculados sobre el mate-
rial purificode seco determinado por pesada. Estos rendimientos
pasan a ser del orden de 22 mgs.y 18 mgs./Kg. cuando se refie-
ren a hojas desprovistoas de peciolos y nerviaciones prominentes
supuesta la no utilizacién de las hojus anteriores, de los co=
gollos de las lechugas de mercudo. Destoce lo fuerte diferencia
de. rendimiento en lechuga, seglin se refiera a uno U otro tipo
de hoja p@ftidu” cosd explicable teniendo en cuenta la densa y
fuerte nerviacidén de esta especie en compargcidn con la esping
ca, que hace gue 8 Kg.de materiol folier brute se reduzcan a
1.75 Kg. de hoja desnervada,

Estos rendimientos son del mismo ovden que los 17.5
20 mgs/20 mgs/Kg. obtenidos en espinace por Borchert y Wessels
(153), y o los 20 mgs/Kg. del método originel de Tagawe y Chain
(41) para esta misma especie. Volores andlogos de 20-25mgs/Kg.
ham sido datos por Keresztes-Negy y Margelicsh(116)pare la ferre
doxina de alfalfa, y de 25 mgs./Kg. por Rac (121) para la de -
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Colocasia esculento. Por el contrario, rendimientos solo de =
2.5 mgs./kg. han sido encontrados en la purificacion de ferredo
xina de Equisetum (122), y adn de 0.33 mgs./kg. para la de Pi-
nus pinea (120).

Rendimientos sensiblemente superiores, de 37.5 mgs./
kg., han sido obtenidos para la ferredoxina de maiz (110), con
firmando asi los hallazgos de algunos investigadores de que los
vegetales tipo C4 poseen alrededor del 50% mas de ferredoxina
(125) y componentes P-700 (187), en base al contenido en cloro
fila, que los de tipo C3,'La explicacion a este hecho ha sido
buscada en el sentido de que los vegetales de alto rendimiento
fotosintético poseen una fotofosforilacion ciclica mas activa,
a fin de compensar el mayor gasto de ATP que implica la fijacion
de CO2 segun el ciclo de Hatch-Slack. No obstante, y desde un
punto de vista cualitativo, no se han observado diferencias os
tentibles entre las ferredoxinas de juncia (125), maiz (110) y
amaranto (119). todos ellos vegetales tipo C4, en relacidn con

las de tipo C3~

La cristalizacion de ferredoxinas se ha hecho habi-
tualmente por el simple metodo de adicion de 504(NH4)2 s6lido
a una solucion de la proteina, hasta alcanzar concentraciones
que oscilan entre el 62% de saturacidon, para las ferredoxinas
de Azobacter (86), y el 90% o aién mds, para la de espinaca (41);
una cristalizacion lenta a 42 ayuda a obtener cristales gran--
des. Una excepcion o este método, y no muy comprensible dada -
la reconocida inestobilidad de estos compuestos a pH acido, es
la cristalizacidén de la ferredoxina de perejil descrito por -
Hill y Bendall (112), conseguida acidificando con acético una
solucion de la misma en sulfato amdnico de saturacion media.
Nosotros hemos adoptado el procedimiento de Zeppezauer y col.

(160), en que una concentracién al 95% de saturacidén con -
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SO4(NH4)2 se consigue paulatinamente mediante microdiélisis -
frente @ le mismae de une solucién concentredes de ferredoxine =

mantenida en un saco de celofén.

Hemos conseguido @si pere la ferredoxine de lechuge
los expléndidos cristales mostrados en le Fig.17, con tenden--
cia a agruparse en los haces escobiformes de las Figures 18 y
19, Por el contrario, con le ferredoxine de espinece no hemos
ido més allé de obtener un polve microcristeline, del tipo ob=
tenido por Tagawa y Arnon (188) para esta misma ferredoxind.

Con la procedente de perejil, le otra ferredoxine de Fanerdga=
mas hasta el presente cristolizede, le cristelizecidén es tam-=
bién muy precaria, bajo forma de pequefas esferas erizadas (112).

Esto contrastae con los magnificos resultodos obteni
dos con la proteina de las oiges Nostoc (4) y Scenedesmus (105);
fﬁ;;:ign&;aog cristales en forma de egujas y berres, respectiva=

“mente, se han conseguido con las ferredoxines de Euglena graci
lis y Chlamydomonas (104)., Siguiendo o le primera ferredoxina
bacteriene cristelizade le de Cl, pesterianum por Lovenberg y
Sobel (34), un amplio espectro de ferredoxines clostridianas
lo han sido por Lovenberg y col. (91), sorprendentemente con -
formas muy diverses dade le indudeble afinided de origen de to
das ellas: la de Cl. pasterianum en places, les de Cl., butyrie
cum y Cl, cylindrosporum en reacimos, la de Cl., tetanomorphum =
en rosetas, y le de Cl. acidisurici:en ogujes, siendo esta Gl
tima la que cristalize mejor, més répiddmente, y ¢ las mos ba=
jas concentraciones de 304(NH4)2n

Lae ferredoxina de le becterie plrpuro ezufrada Chro
maetium he zido cristelizada en forme de barres por Bachofen y
Arnon (18). Finalmente, de todas les ferredoxines hosta ahora

obtenidas el estado cristalino, constituye le ferredoxina I de
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Azobacter vinelandii (86) la que lo hace en cristales de mayor

tamafio, en forma de amplias placas de hasta 1 mm. de longitud.

Un probleme critico en relacidén con las ferredoxinas
es el de su estobilidad y conservacién. Ambas hay que analizar-
las en funcidén de la atmésfera en que se encuentran, de la tem-
peratura, y del pH; naturaleza y fuerza i6nica del sistema bu=-
ffer del medio. Yo durante las primeras purificaciones de ferre
doxines clostridianas Lovenberg y col. (91) observaron diferene
cias significativas en su estebilidad, experimentando algunas -
de ellas un deterioro evidente al cabo de algunas horas después
de purificadas. La primera discusién bien documentada sobre es-
te tipo de inactivacién ha sido presentada por Keresztes-Nagy y
Margoliash (116) en relacién con la ferredoxina de alfalfa, en
la que se observaron un 50% de deterior al cabo de 2 horas de -
permanencia al eire a una temperatura de 482, pasando a ser el
total después de 12 horas. A una temperatura de 652 el deterioro
es cusatitativo ya a los 15-20 min., mientras que si las solu==
ciones se desgasan y conservan bajo nitrbégeno son capaces de =
mantenerse inalteradas a dicha temperatura durante bastantes ho
ras; finalmente, bojo nitrégeno y a =152 la conservacién es préc

ticaemente iadefinida.

Anélogamente, la ferredoxina 1 de Azotobacter perma-
nece inalterada durante 5 meses conservada a =202 bajo argon, =
tanto en forme cristeline como en solucidédn tamponada, mientras
que a esa temperatura y en presencia de aire se deteriora par--
cialmente en menos tiempo (86). Lo mismo le ocurre a la ferredo
xina de Colocesia, gue se conserva bien @ =152 bajo hidrégeno,
sufriendo un parcial blanqueamiento al aire a 42 (121). Este de
terioro va acompafiocdo de pérdida de color, lo que se debe @ una
alteracién del grupo activo, croméforo, de la proteina; efecti-

vamente, trebejendo con ferredoxina de ClostridiumMalkin y Rabi
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nowitz (189) sugirieron gue la egrupecidn sensible el oxigeno -

era el sulfuro inorgénico, gue se perdie en formo de SHZO

Otre causa de pérdida de SH2 perece ser, segin algu-
nos , los altos y prolongedos vecios, especialwente cuando se =
efectban a temperatura embiente, Tagawe y Arnon (188) sugieren
que la ferredoxina de espinaca puede perder todo su azufre lébil
por secedo en vacio @ 602, y Rao (121) he observado pérdida de

color en la ferredoxina de Colocasia después de liofilizada.

Estoe pérdida de SH2 puede en cierto modo evitarse =
manteniendo la ferredoxina, tarnto en solucién como en forma sé=-
lida, en un medio moderodamente alcelino. Asi, la ferredoxina de
maiz es estable por largos periodos en solucién tamponada a p.H
7.3, congelada y bajo hidrégeno (110), mientras gue los crista=
les de ferredoxine de Euglena gracilis son estables duronte =
2-3 afios en medio ligeremente alcalino bejo nitiégeno (104). En
este punto tembién incide la neturaleze del sisteme buffer utili
zado, siendo le ferredoxine de Bumilleriopsis filiformis (107)
muy estable @ pH 8.0 con buffer MES; Tricina y, sobre todo, ci-

trato-fosfato, y bastante menos en buffer Tris,

Por otro lado, Cammack (190) y Hall y col. (191) han
mencionado gue sales del tipo ClNa, 504(NH4)2y etc., tienen el
efecto de estabilizar la ferredoxina frente el calor y otros =
agentes desnaturaelizantes, contrarrestando el efecto negativo =
que sobre lo estabilided pueden tener disolventes orgénicos ti-
po ecetona, metanol, etc.; asi, se ha visto que la ferredoxina
de maiz disuvelta en medios acuosos de beja fuerze iénica acaba
desnaturalizéndose, aumentando su estabilided en presencia de =
altas concentraciones de CINa (110). Cambios en les coracteris-
ticas Fisicomquimicds se observan también en presencia de altas

concentraciones de urea y guanidina (192), probablemente asocia
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dos, como es comiGn con estos agentes, @ rotures de puentes de -
hidrégeno y pérdide de la estructura tridimensional de la molé-
cula,

Dentro de estas caracteristicas generales existen,
no obstaente, diferencias en la estabilidad de unas ferredoxinas
y otras. Asi, las procedentes de Colocasia y Leucaena glauca =
muestran muche mayor estabilidad que la de espinaca, mostréndo-
se también éste mos susceptible al aire que la de Bumilleriopsis
(107). Por otro lado, la ferredoxina de Chlorobium thiosulfato-
philum es ton poco estoble gue s6lo puede obtenerse pura si el
método de preparacién no excede de los tres dias (193). La ferre
doxina de Clostridium cylindrosporum descompone répidamente al
estado cristalino (91), mientras que, por el contrario, la de -
Cl. thermosaccharolyticum constituye un caso de extraordinarie
estabilidad al calor (194).

Nosotros, @ la vista de todos estos antecedentes, de
cidimos conservar nuestros preparados de ferredoxinas de espina
ca y lechuge en forme seca, liofilizados @ un vacio de 15 micro
nes a temperatura de =402, en presencia de buffer Tris=ClH pH
7.3. Para evitar unao posible pérdida de SHy, la liéfilizecibn -
se mantuvo s6lo hasta el momento justo de alceonzarse la sequedad.
En el matraz donde se efectudé la lifilizacidén se deshizo el va-
cio por admisién de nitrégeno -del 99.999% de pureza- a une pre
sién de 0.5 kga/cmza, conservandose hasta su uso a =302, La ido
neidad del método se comprobd por mantenimiento del coeficiente

de absorcién antes y después de le liofilizacién.

Un acontecimiento frecuentemente relacionado con el
deterioro de lo ferredoxina es su polimerizacién. La ferredoxi=-
na de Colocasia esculenta muestra por electroforesis en acrila-
mida, cuando se conserva en condiciones deficientes, bandas dé-

biles de polimeros de la misma (121), y a este mismo hecho habria
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probablemente que referir le indicacién de Gersonde y col. (195)
de que la ferredoxina de Clostridium pasterianum se comporta co
mo monémero o como dimero, dependiendo de las condiciones de ais
lamiento. Un anélisis detallado de este hecho ha sido efectuado
por Keresztes~Nagy y Margoliash en relacién con la ferredoxina
de alfalfe (116)., Esta, cuando se deteriora, disminuye su cons
tante de difusién, aumenta el valor de 5200W’ y da una segunda
banda mas lente en electroforesis en acrilamida, hechos todos =
indicativos de una agregacién, presumiblemente en formea trimera,
como se deduce del célculo del peso molecular por ultracentrifu
gacibén, La existencia de esta agregacién viene confirmada por =
una disminucién de la accesibilidad del hierro a la o=fenantro-
lina, y de los restos de cisteina a los mercuriales.

Una polimerizacién aln de mayor gredo fué observada
en preparados de ferredoxina de espinaca, aertificialmente dete-
riorados por tratamiento écido (196). Nosotros hemos detectado,
tanto en espinaca como en lechuga, la presencia de polimeros, -
que responden 'por su volumen de elucién @ la categoria de trime
ros, en el pase por Sephadex G=75 dentro de le metédica de puri
ficacién de algunos lotes.

Si excluimos algunos casos de ferredoxinas atipicas,
como la de Clostridium botulinum (94), adn no bien definidas, =
las caracteristicas espectrales de los distintos tipos de ferre
doxinas se pueden resumir en dos grupos: ferredoxinas con 2Fe,
de color rojo, que presentan en forme oxidade dos méximos al vi
sible en la zona de 420 y 460 nm., un méximo en el UV préximo =
alrededor de 330 nm., y otro en el UV lejano @ 275 nm.; y ferre
doxinas con 8Fe, de color marrén, presentaado ura ancha banda =
de absorcién en la zona de 380-420)nm, un méximo bien definido
a 280 nm, y un hombro mas o menos pronunciado a 300 nm. Las fe-
rredoxinas con un némero intermedio de Gtomos de Fe presentan =
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coracteristices gue las acercan a uno U otro grupo, si bien des
de un punto de vista espectrel estén mucho més cerca de las se
gundas.

La razén de absorciones entre los méximos Avisible/
A280 varie para las ferredoxines 8Fe entre un amplio margen, que
va desde 0.58 para le ferredoxina I de Azotobacter vinelandii
(86) @ 0.83 para las de Clostridium butyricum y Cl. tetanomor--
phum (91), veriebilided gue depende no tanto de diferencias de
extincién el visible como de distinte absorcién al UV, motivada
por ostensibles variaciones en el contenido de eminoécidos aro-
méticos. Efectivaemente, ferredoxinas con razones tan distintas
como 0.58, lo de Azotobacter, y 0.82, la de Cl. pasterianum (91),
muestran, por el contrario, coeficientes de ebsorcién molar al
visible de 27 x 10° y 26.6 x 103 (188), respectivamente, valores

précticamente ané&logos.

Las ferredoxinas tipo 2Fe, de algas y plantas supe--
riores, muestran también,scbre una homogeneidad de los méximos
espectrales, fuertes variaciones cuantitatives de los mismos.

En la Tabla XX se exponen para distintes especies los valores -
de las razones de absorcién de los distintos méximos; con rela-
cidén al méximo del UV lejano. En estos detos, y a titulo compa-
rativo, se ha prescindido de las pequefias desviaciones de longi
tud de onda existentes entre una y otra especie en la exacta -
localizacién de los méximos, no teniendo, por tanto, los encabe
zamientos de la Teble mas valor que el de identificacién de ca-
da méximo del espectro; no obstante, y @ continuacién de cada va
lor, se indica entre paréntesis lo exocto posicién de los mismos.
Se incluyen también, pare las especies en que se determind, los
valores de los coeficientes de absorcién molar correspondientes
a la zona 420 nm. del visible. Finalmente, hemos indicado los da

tos obtenidos por nosotros para las ferredoxinas de espinaca y
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TABLA XX

Razones de absorcién entre los mdximos espectrales, vy coeficientes de absorcién

molar de ferredoxinas de algas y plantas superiores (tipo 2Fe).

Euglena
Scenedesmus
Bumillerioosis
Porphyridium
Chlorella
Polystichum
Equisetum
Maiz
Colocasia
Espinaca
Amaranthus
Perejil
Leucaena
Fd.I
Pisum {Fd.II
Alfalfa
Espinaca

Lechuga

Asp0/P 275

0.68 (422/276)
0.65 (421/276)
0.57 (420/276)
0.32 (422/276)
0.54 (420/275)
0.65 (420/276)
0.75 (426/276)
0.48 (423/277)
0.43 (420/277)
0.49 (420/276)
0.47 (420/276)
0.62 (420/275)
0.49 (420/275)
0.55 (422/274)
0.65 (422/274)
0.48 (422/277)
0.49 (422/274)
0.46 (422/274)

Coef.absorcién

Aeo/Ao75  A330/A275 M a 420 nm. Redferincis
0.60 (465/) 0.87 (328/) - (104)

- 0.88 (330/) - (105)
0.51 (465/) 0.76 (330/) 9.1x10° (420) (107)

- - - (104)

- - . (150)

e - = (119)

. - 8.8x10° (426) (122)
0.43 (463/) 0.60 (330/) 10x10° (423) (110)
0.39 (465/) 0.64 (330/) 9.7x10° (420) (121)
0.44 (465/) 0.63 (330/) 9.68x10°(420) (188)

) ; - (119)
0.57 (465/) 0.81 (330/) - (111)
0.43 (465/) 0.65 (330/) - (118)

_ ] ) (129)
0.43 (465/) 0.65 (331/) - (116)
0.43 (460/) 0.65 (330/) *9.95x10°(422)  (nosotros)
0.41 (460/) 0.66 (330/) *9.76x10°(422)  (nosotros)

#Calculado sobre la base de los pesos moleculares 11810 y 12307, valores medios

de los obtenidos por centrifugacién en gradiente, contenido en Fe y composicién

en aminodcidos.



lechuga.

De une forma general puede decirse gue las razones =
AmA/275 son mls oltas en las ferredoxinas de Criptbégamas -gl--
gas y helechos— que en las de Fanerbgamas; en este sentido las
desviaciones de la pauta general que presentan las ferredoxinas
de perejil y Pisum resultan dificiles de explicar, ya que tan-
to un posible detericro de la ferredoxina como un impurifica=
cibén por una proteine extroda incidirfan en sentido contrario,
al observedo. Aungue, como hon demostrado Keresztes<Nagy y Mar
goliash (116), la absorcidn «l UV depende en parte de la presen

©

cie de hierro, esta diferencio se debe fundamentalmente a la -

ausencia de triptéfanc y ol bajo contenido en tirosina que pre
sentan las ferredoxinas de algas y helechos (119,122).

Las caracteristicas espectrales encontradas por noso-
tros —posicibén de los méximos de absorcidén, razones Aa/A275p y
coeficiente de absorcién M ol visible- para la ferredoxina de
espinaca son, salvo ligerisimas variaciones dadas para la mis-
ma. Por lo que respecta a la ferredoxina de lechuga, presenta
una lecalizocidn de méximos de méximos de las bandas de abosor
cién totalmente coincidente con lo de espinaca analizada por =
nosotros, y una razén de absorciones del mismo orden, quizés -
ligeramente inferiores para las bandas del visible:0.46 frente
a 0.49 para la razén 422/ﬁ2747 y 0,43 frente a 0.41 pa*u la =

460//\274o Los coeficientes de cbsorcibén molar a 422 Am. encon
trados por nosotros en espineco y lechuga son también equivalen
tes y comparcbles a los anteriormente descritos en espinaca y
otras ferredoxings de plantas superiores,

Todos estos dates confirman le homologic de la ferre-
doxing de lechuga con las de otras plantas y el hecho,extensi-
vo ¢ las ferredoxinas de elgos, que la absorcibén en la zona de
los 420 nm. esté ten virculada al centro activo Fe=S, que resul

ta proporcional al nlmero de &tomos de hierro. Este principio
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es aproximadamente vdlido tombién paroc las ferredoxinas tipo -
8Fe, y aldn para las de contenido intermedio en hierro. Quizds =
el ejemplo mds demostrativo sea el de la bacteria plrpura no a-
zufrada Rhodospirillum rubrum, que poseyendo des ferredoxinas

con 6 y 2 Gtomos de hierro, presentan coeficientes de extincién
molar a 385 nm. de 24 x 103 y 8.8 x 103, respectivamente (127).

La reducecidén reversible de la ferredoxina de lechuga
hace descender la extincién de la banda de absorcién a 422 nm.
a un valor ligeramente inferior @ la mitad, i1gual que le ocurre
a la proteina de espinaca. Para esta 6ltima ya, Tagawa y Arnon
(188) encontraron que el coeficiente de absorcién molar de la
forma oxidada, 9.68 x 103, descendia a 4.55 x 103 después de la
reduccién, lo que representa una disminucién del mismo orden; y
en la ferredoxina del alga Bumilleriopsis filiformis (107) la -
forma reducida presenta @éna absorcién del 48% respecto a la oxi
dada. El descenso por reduccién del valor de la extincién en la
otra banda del visible, a 460 nm, es alp mayor, llegando en la

ferredoxina de lechuga a ser 2.4 veces menor.

Esta pérdida por reduccién de aproximadamente el 50%

del color puede tener una explicacién quizds pueril por lo sen-

cilla. En las ferredoxinas tipo 2Fe se ha demostrado que ambos
hierros se encuentran, en la forme oxidada, al estado de Fe3+
(197), pasando por reduccién uno de ellos a la forma Fe2+, toda
vez que esta molécula actda como transportador reversible de un
solo electrén (108,198,199,200). Segin ésto, la absorcién al vi
sible hay que considerarle vinculada ol estado Fe3+ de los dos
dtomos de hierro del centro croméforo,quedando reducida a la mi
tad cuando uno de éstos pasa al estado Fe2+e ~.En apoyo de es-
ta hipétesis estd el total blanqueamiento que experimentan las
ferredoxinas tipo 2Fe cuando se reducen irreversiblemente por -

un exceso de ditionito, lo que tiene lugar por un pase de ambos
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hierros a la forma ferrosa (201).

Le determinacidén del -punto isoceléetrico de las ferre
doxinas encierra especial dificulted, dade su conocida labili-
dad a pH dcido.Los métodos existentes para la medida de esta -
constante se bosan en la inmovilizacidn que la proteinag a tes=-
tor experimento cuando se encuentra sometida a un campo eléctri
co en un medio de pH andlogo a su punto isoeléctrico, determing
cién que, dado que éste se encuentra para las ferredoxinas en
la zona édcida, resulta incompatible con su estabilidad. Quizés
por ello sean ton escasisimas las veces en que esta medida se
ha efectuado. Lovenberg y col. (91) determinan el punto isoeléc
trico de lo ferredoxina de Clostridium pasterianum efectuando ‘
una serie de desarrollos electroforéticos en gel de almidén a
distintos pH, midiendo en cada caso lo movilidad de la proteina.
Por este metodo calculan por extrapolacién -ya que les resulta
imposible usar valores de pH inferiores a 4, y llegar a las -
condiciones de movilidad nula- un valor de 3¥7, légico dado su
escoso contenido en aminodcidos bdsicos y su alto porcentaje en
dcidos.

El caracter dcido es una circunstancia general de -
todas los ferredoxinas, existiendo no obstante oscilaciones os
tensibles en el valor del punto isoeléctrico derivadas, no sélo
de diferencias en el contenido de aminodcidos, sino de modifica
ciones en la estructura primaria. Asi, Lee y col. (125) han de
mostrado que, poseyendo las ferredoxinas de espinaca y juncia
una composicién muy similar en aminodcidos, muestran diferencias
patentes en su punto isoeléctrico y en la secuencia de los mis

mos.

La técnico de electroenfoque utilizada por nosotros

~en clrcunstoncios normales mds sencilla, répida y precisa que
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los repetidas electroforesis a distintos pﬁ del método trodicio
nal- ha presentado en este caso los mismos inconvenientes deri
vados de lao inestabilidad @ pH dcido de este tipo de compuestos.
A medida que la ferredoxina se va focalizando mas y mas en su
zona de pH isceléctrico, va experimentando una progresiva deco
loracién e insolubilizacién, con aparicién de fldculos. No obs
tante, y aunque los absorciones a 422 nm. se encuentran en ese
punto muy disminuidas, hemos conseguido localizar la posicién
de la ferredoxina focalizeda y, por interpolacién dentro del =
gradiente de pH estuablecido, determinar su punto isceléctrico,

4.4 para la de espincea, y 4.7 para la de lechuga.

Han sido muy escasas las veces en que se han efectua
do una determinacién directa de potenciuol redox en ferredoxinas.
La técnica es compleja, baséndose en el estableyimiento, en =
condiciones anaerobias, de situaciones de equilibrio del siste
ma ferredoxina con otro que tenga un potencial redox del mismo
orden, y cuyas formas oxidada y reducida sean susceptibles de
cuantificacién independiente, de forma compatible con las de -
la ferredoxina. Los sistemas usados se limitan al metilviolége
no, con determinacién colorimétrico de su forma reducida, y al
szhidrogenasa; con determinacién manométrica a pH constante -
de la presién hidrégeno, 6 potenciométrica a presién de hidro-
gerio constante del cambio de pH. Este es el mas cémodo que aquel
desde el punto de vista de lo medida experimental, pero presen
ta el inconveniente de necesitar hidrogenaso como nexo del — =-

transporte electrénico entre el gus hidrégeno y ferredoxina.

En este Gltimo sentido dirigimos nosotros en un prin
cipio la metodologia a usar, pero la dificultad de obtener pre
parados operativos de hidrogenasa nos hizo renunciar a favor -
del empleo del metilviolégeno. Usando hidrogenasa, Tagawa y Ar

non (9) calcularon previamente para la ferredoxina de Cl. pas=
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terianum un velor de potencial redox de =410 mV, que posterior
mente (188) corrigieron @ - 390 mV usando la misme técnica, di
ferencias debidas a una reconocida parcial inactivecién de la

hidrogenasa en la primexa determinacién.

En la Tabla XXI se exponen los valores de potencial
redox obtenido hasta la fecha para las distintas ferredoxinas,
junto con el método empleado. En el caso de Chromatium se utili
z6 un procedimiento indirecto, basedo en la particularidad que
presentan las ferredoxinas de bacterias fotosintéticas de redu
cirse al 100% fotoquimicamente en presencia de cloroplastos, =
mientras que la reduccién es sélo del 24% por el sistema Hy-hi
drogenasa, y del 62% por ditionito -a diferencia de las ferre-
doxinas de cloroplastos y Clostridium, que lo hacen al 100% por
este reactivo-; la interpolacién para una reduccién del 50% da
un valor de potencial redox atribuible a la ferredoxina ensaya

da.

En la Tebla incluimos también los valores obtenidos
por nosotros para las ferredoxinas de espinaca y lechuga. ané-
logo el primero al anteriormente calculado para esta especie,
y del mismo orden el obtenido pora la lechuga. Este valor, el
segundo que se determina, después del de espinaca para una fe
rredoxina procedente de cloroplastos, confirma la homologia de
este grupo de ferredoxinas en relacién con su capacidad reduc-

tora y de transporte electrénico.

La identificacién de los compuestos que exhiben mayor
electronegatividad en los sistemas biolégicos ha sido un punto
muy ligado ol descrrollo de lo bioquimica. Este papel, al prin
cipio odscrito o los piridin-nucledticos, fué adjudicado rdpi-
damente a las ferredoxinas 4l descubrirse éstas, pues se pensé
que valores de potencial redox tan bajos como los =410 mV y=420mV

encontrades respectivamente, para las ferredoxinas de espinaca y
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JABLA XX1
Potencidles redox determinados haste lo feche pare distintos

tipos de ferredoxinas, con indicacidén del métode uvtilizado.

MEtodo I Referencia

Especie B Eé _ utilizado itk

Chromatium ~490mV (18)

Azotobacter vinelondiic
Fd II =460mV  Metilviolégeno (86)
Fd I =420mV  Metilviclégerio e (86)
Hzmhidrogendsa

Espinaca =420mV H2=hidrogenasu (188)

CL. posberisims =410mV Hzahidrogenasa (9)

-390mV  H,=hidrogenasa (188)

Bacillus polymyxa =390mV Hy-hidrogenasa (101)
Espinaca =419mV  Metilviolégeno (nosotros)
Lechuga =425mV  Metilviocldgeno (nosotros)
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Ciostridium dificilmente podrien ser superados (9,89). lhdepen
dientemente de la existencio de ferredoxinas,como luego veremos,
aln mds electronegativas,el hecho de que el fotosisteme I pu=
diera reducir colorantes de potericial redox inferior al de las
ferredoxinas (67,202) -como el metilviolégenc,con un potencial
alrededor de =0.45 V- implicabe la existencia en los cloroplas

tos de un componente més electronegative,

Yocum y San pietrec (203) eislaron de espinacas una -
protefna con grupe prostético flevinico, capaz de reducir a la
ferredoxina en le¢ oscuridad cuande previamente, en atmésfera es
trictamente ancerobic,habia sido aquella fotoreducida por cloro
plastos ecislados:en consecuencic,fué considerada como el acep=
tor primeric de electrones del fotosistema I,llaméndosele "fe=
rredoxin-reducing substance”(FRS),y calculéndosele un potencial
redox alrededor de -0.48 V.Sin embargo, Tsujimoto y col.(204)
comprobaron posteriormente que cloroplastos privados de FRS se
guian reduciendo fotoquimicomente la ferredoxina, mientras que
paralelamente otros investigadores (130,131,132,205)detectaban
la presencia de una sulfoferroproteina ligade ¢ las estructuras
cloroplésticas- "ferredoxina ligada"-, que se comportaba como
el aceptor primerio de electrones de las particulas P-700 del
fotosisteme I. Su posible aislamiento ho sido sefialado con pos
terioridad (206), comporténdose como una proteina de tan bajo
potencial redox que se reoxide instanténeamente, aln en anaero
biosis, cuando cesa la iluminacién. No obstante, su papel de
aceptor primario de electrones ha sido puesto en duda, pues los
centros P-700 siguen cediendo fotoquimicamente electrones en

presencia de este material reducido (207).

Come ha podido observarse, los potenciales redox de
las ferredoxinas de espinaca y lechuge han sido calculados so-

bre lo base de gue el meconismo de Sxido-reduccibén de las mismas
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implica la transferencio de un solo electrén. Este hecho ha si-
do muy controvertido hasta fechas recientes. En sus estudios ini
ciales, Tagawa y Arnon (9) postularon que lo ferredoxina de Cl.
pasterianum actuaba transportando un electidén, cosa posterior--
mente extendida a la ferredoxina de espinaca por Whatley y col.
(108) y Horio y San Pietro (198). Que el mecanismo de 6xido-re~
duccién de la ferredoxina de espinaca -y por extensién todas -~
las de tipo 2Fe, de algas y plantas superiores- implica la trans
ferencia de un solo electzén, ha sido luego empliemente confiz- .
mado~(12,199,200) por distintos precedimientos. Esta parece ser
también la situacién para las ferredoxinas bacterianas tipo 4Fe
(101,200). Por el contretfio, estas mismas técnicas mostraron -
que la ferredoxina de Cl.pasterianum -y por extensién, todas las
de tipo 8Fe- actueba como transportador de dos electrones (199,
208), tesis tan defendida por Sobel y Lovenberg (89), como nega
da por Tagawa y Arnon (188). Posteriores investigociones efectua
das por Eisenstein y Wang (209) parecen poder reconciliar ambas
hipétesis en el sentido de que le ferredoxina clostridiana pue-
de tebéricamente admitir 2 electrones, como se deduce de experien
cias de titulacién quimica, aunque desde un punto de vista biol$
gico actbe transportando un solo electrén. Esto guarda compléto
acuerdo con el hecho comprobedo por Forti y col. (210) de que la
ferredoxin-NADP-reductasa actéa también “in vivo" transportando’

un solo equivelente de reduccién.

Recientemente, no obstante, se ha visto que la situa
cién puede ser mucho mas complicodo para aelguncs ferredoxinas
tipo 8Fe. Asi, Sweeney y col. (2%1) hon comprobado que los dos
centros 4Fe de la ferredoxina I de Azotobacter vinelandii, uno
de ellos muestra un potencial redox de <420 : ., tipico de ferre
doxina, mientras que el otro es de +340 mV, tipico de sulfofex~

zroproteinas de olto potencial, del mismo orden que el valor -



+350 mV descrito pere lo eislade de Chromatium (212). Carter y
c0l.(213) han encontrado gue los centros 4Fe de ferredoxinas =
bacterianos y de sulfoferroproteinas de olto potenciel son fun
damentalmente idénticos, siendo andlogos en las formas oxidadas
de aquéllas y reducidas de éstas los estados de oxidacién de =
los Gtomos de hierro: 2Fe2+3Fe3+Q A partir de este estado se =
2+3Fe3+ de las sulfoferroproteinas de alto potencial
2+1Fe3+

reducida, posibilidad que en definitva depende de diferencias

pasa ol TFe
en forma oxidade, o al 3Fe de las ferredoxines en forma
secuencicles de la estructura primaria en le zona polipeptidi-

ca que rodea al cantro activo (214).

Los métodos utilizodos parc la determinacidén de pe-
sos moleculares de ferredoxinas vienen condicionados por el re
ducido tamaro molecular de sus moléculas. Asi, el clésico pro-
cedimiento de electroforesis en gel de acrilamida en presencia
de dodecilsulfoto sédico resulta aqui inviable por la necesidad
de utilizar geles de muy alta densidad de malla, dificiles de =
preparar y manejar, sin contar con lo proboble desintegracién -
del centro cromdéforo por lo accidn del lauril-sulfato. Aunque -
la filtracién molecular por geles Sephodex ~generalmente G-75 o
G=100- ha sido usada en la determinacién del peso molecular de
las ferredoxinas de Colocasia (121) y Chlorella (103), su uso =
presentc las limiteciones derivadas del fuerte cardcter hidréfi
lo de estos compuestos, con la aparicién de fendmenos de adsor-
cibén sobre los geles de dextrano,y posterior retraso de la elu-
cién normal de la proteina. Finalmente, las técnicas de centri-
fugacién en grodiente y elucion posterior, que tan magnificos -
resultados dan con proteinas de mayor magnitud molecular, mues—
tran los inconvenientes debidos ¢ la alto tasa de difusién de -
los compuestos de bajo peso molecular, necesiténdos; centrifuga

ciones muy prolongadas para conseguir sedimentaciones concretas,
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sin gue se puedan evitar las difusiones posteriores durante el
transcurso de la elucién. Por otro lado, todos estos métodos re
quieren el uso de standerds, precisamente de une magnitud mole

cular en la gue no son muy abundantes.

Los métodos mas utilizedos nan sido los de uvltracen
trifugacion analitica, y los indirectos gue atienden, bien al
contenido en hierro, bien @ la composicidén en eminocécidos. Los
prime ros, considerados guizds los mas precisos para proteinas
en general, presentan en el caso de las ferredoxinas la dificul
tad de la alta densidad de estas mocleculas, consecuencia de su
elevado contenido en hierio, lo que obliga pere le obtencidn =
de resultados correctos wl célculo parelelo del volumen especi
fico parcial. Asi, el valor primitive 12000 dado por Tagawa y
Arnon (9) parae la ferredsxina de Cl. pasterionum, caleculado sO
bre la base de un volumen especifico percial 0.73, tipico de =
mucheas protejnas, fué corregido posteriocrmente por Lovenberg y
col. (91) a 6000 cuando se aplicé el volumen especifico percial
0.63 de este compuesto. Le influencia de Lo densidod de la pro
teina se puede deducir observando le evolucidén que sigue el vo
lumen percial en los distintos tipos de ferredoxinas, consecuen
cia de su diferente magnitud moleculor y distinto contenido en
hierro (Table XXII).

Tabla XXLL

B

Conteriido en hierro, peso molecular y volumen espe-

cifico parcial de distintos tipos de ferredoxines.

Atomos de Vol.sp.parcial

Fe/mol  p.m. (mi./g.) Referencia
Cl. pasterianum 8 6000 0.63 (91)
Azotobacter 8 14000 0.67-0.68 (86)
Bumilleriopsis 2 12000 0.71 (107)
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Por otyre lado, el calculo del peso molecular a travé?
de los datos proporcionados por el contenido en hierro o andli /
sis de amincdcidos suministra buenos resultados, supuesto que
por una téecnice paralela conoczcamos, al menos el orden de mag-
nitud del pesoc molecular, a partir del cual seleccionar el va-
lor més probeble.

La ultracentrifugacidn en gradiente de sacarosa nos
dié un valor de pesoc moleculer para ambas ferredoxinas del or-
den de 12380, cuando se comparaben sus posiciones de equilibrio
con la del citocromo C, standerd de sedimentacidén més préxime a
la de las ferredoxinas estudiadas y que, por ser también una fe
rroproteina, exhibe un bajo volumen especifico parcial (215), -
del mismo orden que el citado mas arriba para la ferredoxinas -

tipo 2Fe del alga Bumilleriopsis filiformis.

De acuerdo con la composicidén en aminodcidos, y toman
do como base de referencia un contenido de 8 restos de leucina,
hemos obtenido pesos moleculares de 10690 y 11300, respectiva--
mente, para las cadenas polipeptidicas de las ferredoxihas de -
espinaca y lechuga. A una normalizacién también de 8 restos de
leucina llegan Crawford y Jensen (110) con la ferredoxina de =
maiz. Teniendo en cuenta, segin veremos, que ambas ferredoxinas
poseen 2 atomos de hierro y 2 grupos 52‘ por molécula, obtuvimos
los valores definitdvos 10870 y 11480, esimilables al anterior-
mente determinado por centrifugacion en gradiente, y a los 12180

y 13060 atendiendo al contenido en hierro.

Los valores bibliogrédficos sobre el peso molecular -
de la ferredoxina de espinaca han ido sufriendo correcciones pro
gresivas con el tiempo. Efectivamente, el primitivo valor 17000
dado por Apella y San Pietro (196) fué reducido @ 14000 por Wat
ley y col. (108), y al definitive 11640 por Tagawa y Arnon (188),
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TABLA XXIII

Pesos moleculares de distintos tipos de ferredoxinas.

Origen

Bacterias no fotosintéticas
(Clostridium pasterianum, Ba-
cillus polymyxa, Desulfovibrio

gigas, etc.) . . . .

Bacterias no fotosintéticas fija
doras de N2 (Azotobacter vinelan

dii, etc.) « v ¢ ¢ o 4 o e . .

Bacterias fotosintéticas (Chroma-
tium, Chlorobium, Rhodopirillum,

etC.) . . . . . . . . . .

Algas procariotes (Anacystis, Nos-

toc, etc.) P S R A

Algas eucariotes (Scenedesmus, Chlo

rella, Euglena, Bumilleriopsis, etc.)

Plantas superiores:
Spinacia oleracea . . . .
Petrosdinum sativum .
Medicago sativa . . .
Zea mays . . . . .
Colocasia esculenta .

Otras especies (Stellaria,etc)
Esplnget = « o ' & - o w ®

Lechuga . . . « . . .

Peso molecular

6000 - 9000

14000

6000 - 10000

11000

11000 - 12000

11640 (amin.)
12200
11200 (amin.)
10950 (amin.)
12000
19000

*10870 (amin.)
*11480 (amin.)

S22,w Referencia

1.4S (22,91,102)

(86)

1.3s  (18,19,127,136)

(80)
(104,105,107, 150)

(188)
(111)
(116)
(110)
(121)

(28)

(nosotros)

1.585 S

1.85§

1.74 S
(nosotros)

*No se considera el contenido en triptéfano, no determinado.



aetendiendo al contenido en aminoécidos; Fe y SZQ, Nosotros, se
gin este Ultimo método, hemos obtenido valores précticamente -
del mismo orden, homologables también a los dados parae ferredo
xinas de otras plantes superiores. En la Tabla XXIII se rela-
cionan los pesos moleculares correspondientes a los distintos
tipos de ferredoxinas, datallando los encontrados para las pro
cedentes de plantas superiores. Llaman la atencidén los altisi
mos valiores, elrededor de 19000, encontrados por Davenport y
Hill (28) en una serie de especies, solamente explicables por
la antigUedad de la referercia. En la misme Table se indican -
los valores del coeficiente de sedimentacién en aquéllos casos

en que se ha determinado.

La composicién en aminod@cidos, en base a 8 restos de
leucina, nos dio pere ie ferredoxina de espinaca un nimero to-
tal de 99 residuos, frente a los 97 encontrados anteriormente
para la ferredoxina de este misma procedencia (137). Esta dife
rencia afecte sélo al dcido aspértico, para el que hemos encon
trado dos restos més, al &cido glutémico y metionina, con un
resto mds cada uno, y al valor + cistina, con un reste menos;
hay que indicor,ademas, que se ha sefialado la existencia de un
resto de triptéfano, cosa que no hemos podido confirmar al no
haber sido determinado por nosotros. Todos los restantes aminoé
cidos, haste 13, muestran un contenido completamente anélogo,
tal como puede verse en la Tabla XXIV. En ésta se recogen, jun
to con los valores encontrados por nosotros para las ferredbxi
nas de espinaca y lechuga; los correspondientes a distintos ti
pos de ferredoxinas, incluyéndose todos los hasta ehora apare-

cidos sobre ferredoxinas de plantas superiores.

En lo ferredoxina de lechuga se cumplen todas las -

conclusiones deducidas para ferredoxinas de plantas:
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a) Un bajo contenido en aminotcidos bdasicos, especialmen=
te arginineg e histidine,aungque no tan acentuado como en las fe
rredoxings bacterianas, en que estos dos aminodGeidos pueden lle

gar a anvlarse,

b) Un alto contenido en los écidos espdrtico y glutémico,
con igual o meyor incidencie del segundo que el primero, a di-
ferencia de lo gue sucede con lus ferredoxines de alges, en -
que el édcido easpértico supera ampliamente el glutémico (80,105).

¢) Una relevante presencia de los aminodcidos fenilalanina
y tirosina gue, junto el triptéfenc, son reponsables de la fuer
te absorcidén al UV de estos compuestos. En este sentido se di-
ferencian de las ferredoaxincs bacteriancs y de elgas, guardando
las de helechos una posicidn intermedia. Una excepcién en este
punto, como en muchos otros -nlmero total de restos, peso mole

cular, etc. =, lo gue constituye la ferredoxinae de Azotobacter.

d) A diferencia de lo sefielado anterioimente, nosotros
hemos detectado la presencia de metionina en le proteina de es
pinaca. También hemos encontredse la existencia de un resto de
metionina en la ferredoxina de lechuga, ol iguel que otros au=-
tores en ameranto (119) y algodén (115). Por el contrario, no
se ha encontrado en las otras ferredoxinas de plantes superiores
estudiadas, aunque en relacion con ésto hay gue indicar que en
maiz se ha detectado en los aminogramas la existencia de un pe
queno pico de metionina, gue los autores desprecian al hacer -
la normalizacién de le proteina sobre la base de 8 restos de -
leuvcina (110).

e) Hemos calculado la existencia de 4 equivalentes de ¥
cistina tento en la ferredoxina de gspiraca como en la de le~
chuga, ¢ diferenciac de los 5 hallados entericrmente en aquélla.

Sin embargo, como luego veiremos, hemos deducido por titulacién
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TABLA XXIV

Composicién en aminodcidos de ferredoxinas de distinta procedencia

Plantas superiores

SOY2aT3H
sobTy

*}193UTS0304 SDTIA}ODY

¢\ op soiopol 1y

*}93UTS0304 OU SDTIL3ODY

Nz 9p spiopolty ou

*}23UTS030} Ou SDTIa}2DY

(soxjosou) pBnysaT

(soxjosou) poputdsy
(OL1) Z3oW
(911) P4103TV

(G11) ugpobTy

(£gl) oooutdsy

Ao——v snyjuoiowy

(811) puanoneT]

(121) prsoooto)

(¢21) wniaestnby

(v01) pua1bn3

Awmpv wNT3}oWwoIy)

Aomv I93}9pqojozy

Apo—v oxAwA1od snyTTo0g

(Gel) otIqrAO4Tnsag

(06) wnuptiaysod-1)

Lisina

Histidina

Arginina

14
14

10 10 12 13 16 13 15
15-16 15 16 14 13 18 14 14

8-9

14

1" 16 15

8
4

A.aspértico

16

9

16

A.glutémico

Treonina

Serina

Prolina

Glicocola

1

Alanina

10

Valina

Isoleucina

3-4

Leucina

Fenilalanina

0-1

Tirosina

0

Triptéfano

Metionina

+ Cistina

105

100 99

97

93 93-95 97 96 97-98 97 99

113 81

55 56 77-79

Total restos



con mercuriales la existencia de 5 restos de cisteine en la =
proteina de lechuge, aunque se ha mantenide el valor 4 en la
de espinacea. En cualquier casoc se cumple la necesidad, en las
ferredoxinas tipo 2Fe, de los 4 restos como minimo de cistei-
na, a fin de hacer posible la estructure siguiernte del centro

activo de estas proteinas (201):

Fig. 34

Cuatro restos de cisieine han sido seficlados también
en la ferredoxine de wlgodén (115), maiz (110) y cola de caba-
1lo (122).

‘ Hasta hace relativemente poco (15) sélc dos grandes
grupos de ferredoxinas eran admitidos en relecidén @ su conteni
do en hierro, con 2 u 8 d&tomos del mismo. No obstante, mien
tras existio cierta unanimidad de criterio - a reserva de las
pocas especies estudiades- pare las primeras, no lo era asi =
para las segundes, describiéndose ferredoxibas - aln dentro de
una misma especie bacteriane- con nimero variable entre 5 y 8
Gtomos de hierro por molécula (87,91,216,217). Aunque la mayo-
ria de las veces estas diferencias eran debidas @ deficiencias
metodolégicas, se admite actualmente la existencia de ferredo-
xinas con 4 y 6 étomos de hierro por molécula, cubriendo asi

las ferredoxinas<bagcterianas, junto con las de 2 y 8 dtomos,



un amplic espectro de contenidc en hierro.

De igual forma, prdcticamente todas las ferredoxinas
hasta el presente estudiadas muestran un contenido en azifre -
16bil anélogo al del hierro en concentracliones molares, y a tal
composicidn cbedecen los esquemas de centro activo propuestos
para los nlcleos 2Fe:252: y 4Fe=452= (201). S6lo hen sido des-
critas dos excepciones a esta norma, en el adga procariote Ana
cystis nidulans (80) y en la eucariote Bumilleriopsis filifor-
mis (107), cuyas ferredoxinas contieren 2 dtomos de hierro, pe
ro sblo un grupo Szna Es evidente que pora ellas no resulta vé
lida: la estructure de centro cctivo propuesta para las ferredo

xinas cloroplastidicas,

La determinocién de hierrc en la ferredoxina nativa
es muy problemftica por lo diffcil accesibilidad al mismo del
reactive quelante responsable de la recccién coloreada: habi-=
tualmente o-fenantrolina para Fe2*7 y Tiron (pirocatecol-3,5-
disulfonato) paora Fe3+ (113,189). Esto obliga al uso de desnatu
ralizantes que rompan la estructura tridimensional de la protei
na, o a efectuar la determinacidén previa mineralizacién de la
muestra, En cualquier caso resulto muy dificil mantener los -
distintos dtomos de hierro en su estado original de oxidacién
en lo ferredoxina rativa, yo que este elemento tiende a pasar
a forme ferrosc por el SH2 que la proteina libera en la reaccién

coloreada (220).

Por esta razbn nosotros hemos hecho una determinacién
global de hierro por absorcidém atbémica, sin matizacidén de su -

estado de oxidacidén, habiendo obtenidc tanto en espinaca como
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en lechuge un contenido de 2 dtomos de Fe por molécula de ferre
doxina. Andlogamente, hemocs calculado la existericic de 2 moles
de Szc por mol de proteina, con lo que la ferredoxina de lechy
ga gueda incorporade al grupo de las ferredoxinas de algas y =
otros vegetales superiores. Keresztes-Nagy y Mergoliash (116)
introducen para la proteinu de alfalfa una modificoecidn el mé
todo de Lovenberg y col (91) de determinacién de SQQ, ya gue =
para evitar le aparicidén del precipitado debido &« la matiiz =
protéice de la ferredoxina, acidifican esta y recogen en corrien
te de nitrégenc sobre acetato de cinc elcalino el SH2 despren=
dido.

Mediante el bloquec previo de los grupos =SH con mer
curiales Blomstrom y col. (221) y Sobel y Lovenberg (89) con--
cluyeron que la forma oxidada de la ferredoxina de CL. pastes=
rianum presenta la mited de su contenido en hierro en forme tri
valente. Por el contrario; determinaciones paraleldsnmostr@roh
‘que la proteina de espinaca exhibe ambos dtomos de hierro en -
formea Fe3+, deduciéndose por medidas de EPR que de ellos uno -
2+ al reducirse la ferredoxina (10,200,208), -

con aparicién de paramagnetismo y resonarncia en le zona g=1.94.

pasa ¢ formea Fe

A dnéloges conclusiones han llegado Dunham y col. (222) por -
aplicaciédn de la espectroscopia Mdssbaver, confirmando ademds
por esta técnica la existencia de una simetiia tetrahédrica =
~ya adelantada por Britzinger y col. col. (223)- alrededor de
ambos hierzos, Si?ﬁd@ dos posiciones de la misma comunes y ocu
padas por ambos Szgi y estandc las otras cuatro sostenidas por

restos RS- (Fig.34).

De lo expuesto ro debe, sin embargo, deducirse la =
existencia de une situacién puramente 16nica para los dtomos =
de hierro, con estados formoles de oxidacién. Al igual que su=

{ v ke 2" /4 3
cede en las ferredoxinas con centros 4Fe-45, éstos exhiben -
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un alto grado de covelencie en la proteina nativa, como lo prue
ba el hecho de que la ferredoxina de Cl., pasterienum no incor=
pore 59F93+ o 59Fe2* por intercambio con el medic, mientras que
si lo hace una vez deshecho el centro active por tratamiento =
con un mercurial (91).

La estequiometria de la reasccidédn con mercuriales es
un dato analitico muy significativo. En general, todas las fes
rredoxinas ensoyadas muestran sus grupos -SH ogcesibles al mer
curiel, en contra de lo que ocurre con los agentes elquilantes
y el DTNB, sdlo cperativos en presenciac de altas concentraciones
de urea (91,224) o guanidina (217). Sin embargo, la tasa de -
reaccidén no es le misma con todas las ferredoxinas; asi, mien-
tras gue le ferredoxina de espinaco reacciona rdpidamente con
p=hidroximercuribenzoato, la procedente de Cl. pastgrianum lo
hace mds lentamente, siendo extremadamente lenta en reaccionar
la de Azotobacter (86).

Patering y Pelmer (224) encuentran con la ferredoxna
de espinaca una esteguiometria de 9 equivalentes de mercurial
por mol de proteina lo que, teniendc en cuenta que cada mol de
52= consume en la titulacidén 2 eguivalentes de aquél, viene a
indicar la existencia de 5 grupos -Stttitulables. Valores and-
logos han sido encontrados en la ferredoxina de alfalfa (116),
y por nosotros en la de lechugo. Sin embargo, los resultados
paralelos de comprobacidn que hemos obtenido con la ferredoxi-
na de espinace han sido sélo de 4 restos =SH, igual que los de
terminados por Rao en la ferredoxine de Colocasia (121).

Los 5 grupos -SH titulables determinados en la ferre
doxina de lechuga parecen entrar en conflicto con los 4 restos
de + cistina que hemos determinado en la misma por oxidacién per

férmica. Lo inverso ha ocurrido con la ferredoxina de Colocasia
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(121), que teniendo 5 restos de 3 cistina odmite sélo 8 equivea=
lentes de mercurial por mol, de los que 4 se determinan por ab~
sorcién atémica como Hg una vez separedos por didlisis. Ambas
diferencias en un sélo resto podrian explicarse a la luz del mé
todo de titulacidén, bien por sobrepasarse lo situacldén de equi=
valencio con le (ltima adicién de mercurial, bien por dificulta
des estéricas en lo titulacion del guinto resto. En cualquier
caso, estos restos confirman la existencia, al menos, de los 4
restos =SH que, como dijimos.enteriormente, resultan ;ecesorios

para el centro activo de las ferredoxinas tipo 2Fe-25" , descar
tando la presencia de las ogrupaciones =5=5- propuestas por Ba=

yer y Josef (225).

Por primera vez en estudios con ferredoxinas hemos
empleado nosotros le tiol-Sepharose 4B como test de accesibili-
dad del centro activo de los mismas. La falto de fijacién de la
proteina nativa indice une localizacidén profunde del resto acti
vo, asi como lo no existencia de restos de cisteina superficia=
les; lo primero resulto sorprendente dado el bejo peso molecu==
lar de estos compuestos, y lo segundo bastante légico si consi-
deramos el contenido de 4-5 restos de cisteina por mol de protei
na, de los que 4 como minimo han de formar porte del centro acti
vo., Esta inaccesibilidad del grupo =S<S- piridinico de la tiol-
Sepharosa frente a la comprobeada accesibilidod del mercurial po
dria explicorse en funcién de un mayor volumen de aquél en com-
paracién con el resto =HgOH del mercuriel, impidiendo la pene--
tracién en la malle tridimensional de la proteina. Recientemente
Que y col. (226) han demostrodo que los centros getivos Fe=S de
muchas sulfoferroproteines pueden ser "socodos” del interior de
la matriz de dimetilsulféxido, se trata lo proteifia con un exce
so de tiofenol; en tole condiciones geria interesente comprobar
el comportemierito de los ferredoxinas frente a lartiolaSepharosa.
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Previa incubacidén con urea 8M la fijacidén resultd ser
cuantitativa, pero en tales condicdones es previsible que haya
ocurrido, no sélo una ruptura de la estructura tridimensional de
la proteina, sino también una degradacién del centro activo. Es
to viene confirmado con la pérdida de color y por la irreversi-
bilidad de lo desnaturalizacién por urea que, hemos comprobado,
ocurre una vez eliminada ésta por didlisis. Efectivamente, Pete
ring y col. (227) encuentraen que la desnturalizacién de la fe--
rredoxina clostridiana con urea conduce @ la formacibn de una -
apoproteina que ya carece de hierro, si bien mantdene aln ligado
el azufre inorgénico; en tales condicones la reconstitucién de
la ferredoxina nativa implica la adicién de hierro a la solucién

de apoferredoxina.

Por el contrario, la apoproteina originada por la -
accién de un mercurial carece de hierro y azufre lébil, necesi-
tédndose para para la reconstitucién de la proteina nativa la adi
cién de hierro sulfuro inorgénico (88,228). En cualquier caso,
no se han logrado detectar especies moleculares con contenidos
en Fe y g2~ por debajo de oFe-252 para las ferredoxinas de clo
roplastos, y de 8Fe~852" para las de origen bacteriano (91), lo
que ha llevado @ concluir a Hong y Robinowitz (229) que el pro-
ceso de constitucién de los centros activos de las ferredoxinas

sigue la ley del "todo o nada".

Respecto a las pruebas de especificidad en reaccio=-
nes ferredoxin-dependientes, sb6lo existen referencias bibliogré
ficas para la ferredoxin=NADP-reductasa. La mayor parte de los
ensayos de especificidad estén hechos empleando cloroplastos de
espinaca como fuente de enzima, aunque en ocasiones se han uti-
lizado los de acelga (121), alfalfa (116) y, ocasionalmente en
experiencias cruzadas, los de maiz (110) y Bumilleriopsis fili-
formis (107). Crawford y Jensen (110) obtienen actividades con
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cloroplastos y ferredoxina de maiz del orden de 0064}LM de =
NDAPH/mg. de clorofila/min., que pasen @ 1,6)&M cuendo operan
con material de espinaca, velor este Ultimo elgo mayor el doble

que el encontrado por nosotros ef es@ mismé especie.

Con frecuencio los test se ban llevado s6lo el senti
do cualitativo como confirmaecién de funcionalided, hebiéndose =
visto que las ferredoxinas de Polystichun {119), emaranto (119)
y Anocystis (80) -un helecho, plante superior y alga, respecti-

vamente~ son operaétivas frente a cloroplastos de espinaca.

‘ Los ensayos con criterio cuentitativo han concluido
que entre las ferredoxines de plarntas y las de origen bacteriano
existen grandes diferencias de efectividad en le reduccién del
NADP por cloroplastos iluminedos (50), oscilando entre un 24%
del contre]l en lo bacteria reductore del sulfato Desulfovibrio
gigas, y un 70% en lo becteria piGipurae fotosintética Chromatium
(125). Con relacién a las ferredoxinas de algas y plantes supe=
riores las referencias bibliogréficas dicen, por el contrario,
que no existen grandes diferencies de operatividad entre ellas;
hay, sin embargo, excepciones patentes, como sucede con la ferre
doxina de alge Bumilleriopsis filiformis (107), operetiva fren-
te a cloroplastos de espindce @ un nivel muy inferior con la fe
rredoxinag homéloga. .
Nosotros hemos obtenido sélo un 62% de efectividad
de la ferredoxina de lechuga frente o lo de espinaca, resultado
sprprendente si se tiene en cuento gue hemos usado el mismo lo-
te de cloroplostos y que, para obtener resuitados rigurosamente
comparatives, hemos llevado un estricto control de las concentra
ciones de ambas ferredoxines por lectwyra espectrofotométrica a
422 nm ~que elimine cuolguier error por deterioro de las mismas-

y correccién a sus respectivos coeficiente de absorcién molar.
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Esta diferencia se ve corroberade por distinte efecti
vidad a nivel de nitrito reductasa y de fructosa-l,é-difosfata-
sa, con operatividades del 58 y 74%, respectivamente, de lo fe-
rredoxina de lechuga frente ¢ lo de espinacu.No tenemos referen
cia del uso de ferredoxinas heterSlogas en ensayos de actividad
con nitrito reductasc,sdlo el hecho comprobado =mecionado ya con
anterioridad de que puede ser sustituide por fitoflavina como =
elemento suministrador en la reduccidn del nitrito en situacio=

nes de deficiencia en hierro (151).

El problemo resulta més complejo con la fructosa=l;-
6-difosfatasa,pues al no tratarse de una reaccidn de S6xido-reduc
cibén es evidente que el mecanismo de activacidn por la ferredo-
xina serd mds Otil.El orrengue del problema estuvo en la obser-
vacién hecha por Buchanon y col. (73) de que la ferredoxina re-
ducida era un activador de este enzima,pudiendc ser sustituido
casi con anfloga efectivided por ditiotreitol,compuesto ditibli
co de bajo potencial redox (=330 wV).Este activacién era inefec
tiva @ pH 8.7, valor éptimo para la actividad FDPasa en ausencia
de reductante y con excesoc de M92+ (230) :por el contrario,mostra
ba su efectividad méxima o pH 7.9,condiciones exactamente reinan
tes en el estroma del cloroplasto iluminado (231). Efectivamente,
la fructosa=1,6-difosfatasa muestra “in vive" actividad en el =
cloroplaosto sclo en corndiciones de iluminacidn, e "in vitro" en
Jo oscuridad, a pH alrededor de 7.9, sélo en presencia de ditio
treitol (232).

A la luz de estos resultados se pensd que per iluming
cibn se origincbe ur reductante, probablemente ferredoxina,que
@ activande el enzima.Lo que yu no aparece tan claro es
cual podric ser el mecarismoc de aetivacibn. Se ha propuesto la
posibilidad de que, gracias al bojo potencial redox de la ferre
doxina, se liberen grupos =SH del enzima necesarios para la acti

vidad (232,233), hecho apoyedec por alto contenidc en agrupacio-
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nes =S=S~ que, seglin los datos suministredos por Buchanan y col.
(73), parece poseer la FDPasa.

Sin embargo, si se tratase de un simple mecanismo de
reduccibén de agrupaciones =5=5- resulte dificil explicor la fal
ta absocluta de operatividad que muestra lo ferredoxina de Cl.
pasterianum (73), cor un potencial redox del mismo orden que =
el de la proteina de espinaca o lechuges y, por supuesto, infe=
rior al del ditiotreitol. En relacién con ésto El-Badry (234)
ha encontrado fuertes orgumeritos pare pensar que el mecanismo
de activacibén del enzima por ditiotreitol es distinto al de ac=
tivacién por ferredoxine. Finalmente, en este Loboratorio se ha
efectuado un estudio de lo composiciédn en aminofcidos de la fruc
tosa=1,6-difosfotasa de cloroplastes de espinaca, y hemoes encon
trado s6lo un conterido de 16 restos de 3 cistina, frente a los
210 seifialados por el grupo de Buchanan., La diferencie es tan -

enorime que resulta forzoso someter todos estos datos @ revisidn.

Que la ferredoxina de lechuga exhiba sélo el 74% de
efectividad en relacién con lo de espinace, junto con lao opera
tividad nula mostrade por la de origen bacterieno, son argumen
tos que hablan en favor de un popel mas sofisticedo que el dedu
cido de un simple proceso inespecifico de reducciédn. Le alta -
complejidad estructural que en este Labarotorio se ha visto =
presente la FDPasa fqtosintética (235,236), junte con el alto
papel regulador asignade @ la misma (237), hablan también en fa
vor de ello. Parece evidente que los distintos niveles de efecti
vidad con las ferredoxinas estudiadas han de guardar estrechas
conexiones con los relociones genético-estructureles anterior-

mente comentadas.
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Se ha purificadc hasta homogeneidad la ferredoxina de hojas de
lechuga, con un rendimiento de 18 mgs/Kg de hojas. Por cristali
zacidn lenta en SOQ(NHQ)Z se obtuvieron magnificos cristales en

forma de agujas, con tendencla a agruparse en haces escobiformes.

El espectroc de absorciln exhibe ma@ximos a 460, 422, 330 y 274 -
nm, con razdn de absorciones A422/A97,4 = 0.46. Por reduccidn con
ditionito la razdnm A , /A .4 & 422 nm es de 2.09. El coeficien
te de extincifn M resultd ser de 9.76 x 103 a 422 nm, y de 21.66
x 103 a 274 nm.

El valor del pl es de 4.7, siendc el potencial redox Eé = -0.425
V a pH 7.7. La determinacidn del pesc molecular did los valores
12380, 13060 y 11480, por centrifugacidn en gradiente de sacaro
sa, atendiendoc al contenidc en Fe, y en funcidn de la composi--—
cidn en aminocdcidecs, respectivamente, con un valor medio de -

12307.

El andlisis de amincdcidos muestra un alto contenido en Acidos
aspartico y glutdmico, y una baja tasa de amino&icidos basicos;
los aminodcidos aromiticcs aparecen también en cantidad relevan
te, siendo responsables de la tuerte absorcidn al UV. El nlmero
total de restos es de 105 aminoc&cidos por molécula de ferredoxi

na.
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Existen 2 moles de Fe y 2 mecles de azufre 13bil ~determinado co
mo Sz‘e-por mel de ferredoxina. Per oxidacibn perfdrmica se han
determinadc 4 restos de cisteina-cistina, frente a 5 cbtenidos
por titulaci®n con p-hidroximerburibenzoato. Todos estos datos
son coherentes con la existencia de un centro activo 2Fe-252"-4

3 d
cistelnas.

La proteina nativa no es fijada por ticl-Sepharosa 4B, sidndolo
cuantitativamente previa incubacidn en urea 8 M. Ello indica -
una posicidn no superficial del centro active, que aparece asi
localizade en el interior de la mella tridimensional de la pro-

-
telina.

Todas estas caracteristicas fisico-quimicas homclogan a la fe—-—
rredoxina de lechuga con las procedentes de algas y otras plan-—
tas superiores, de las que se diterencia en el contenido en al-

gunos aminodcidos e, indudablemente, en su estructura primaria.

Comparada con la de espinaca, la ferredoxina de lechuga es sSlo
operativa al 58, /8 y 62 %, respectivamente, frente a prepara—-
dos purificados de nitrito reductasa, fructosa-l,6-difcosfatasa
y ferredoxin-NADP-reductasa, procedentes de hojas de espinaca,
datos todcs que, sobre caracteristicas generales idénticas, ha-
blan tambi&n en favor de la existencia de diferencias secuencia

les especificas entre una ferredoxina y otra.

El gradc de coperatividad con la fructosa-l,b-difosfatasa de es-
Pinaca -un 78 % de la ferredoxina de lechuga, frente a la corres
pondiente hom8loga- indica la existencia de un mecanismo sofis-
ticado de activaciln de este enzima por la ferredoxina, y no de

un mero proceso de reduccidn inespecifica.

Se ha hecho un estudic paralelo, con fines comparativos, de 1la

ferredoxina de hojas de espinaca, ya anteriormente estudiada.



BIBLIOGRAFIA







. BEINERT, H. 1973. Development of the field and nomenclature. =

. ARNON, D.

"I ron=-Sul fur Proteins' (W. Lovenberg Ed., Academic -

Press, New York-London), vol. I, p. 1.
DRABKIN, D.iL. 1951. Metaboliism of the hemin chromoproteins. Phy-
siol. Rev.,31, 345,

. CRANE, F.L., GLENN, J.L. y GREEN, D.E. 1956. Electron transfer -
system. (V. The electron transfer particle. Biochim.
Biophys. Acta, 22, 475.

"

1965. Ferredoxin and photoxynthesis. An iron contain-
ing protein is a key factor in energy transfer during

photosynthesis. Science, 149, 1460.

. SAN PIETRO, A. y BLACK, C.C. 1965. Enzymology of energy conversion
in photosynthesis. Ann. Rev. Plant Physiol., 16, 155.

BUCHANAN, B.B. y ARNON, D.i. 1970. Ferredoxins: Chemistry and -
function in photosynthesis, nitrogen fixation, and -

fermentative metabolism. Advanc. Enzymol., 33, 119.

- NICHOLAS; D.J.D., WILSON, P.W., HEINEN,,W., PALMER, G.y BEINERT,

H. 1962. Use of electron paramagnetic resonance spec-
troscopy in investigations of functional metal compo-

nents in micro-organisms. Nature (London), 196, 433.

. MORTENSON, L.E., VALENTINE, R.C. y CARNAHAN, J.E. 1962. An elec--

253



tron transport factor from Clostridiuin pasterianum. =

Biochem. Biophys. Res. Commun., 7, 448.

9. TAGAWA, K. y ARNON, D.i. 1962. fFerredoxins as electron carriers
in photosynthesis and in bioclogical production and -
consumption of hydrogen gas. Nature (Londonj), 195, -

537.

10. PALMER, G. y SANDS, R.H. 1966. Magnetic resonance of spinach fer
redoxin. J. Bicl. Chem., 241, 253.

11. SHETHNA, Y.l., DER VARTANIAN, D.V. y BEINERT, H. 1968. Nonheme
(iron-shulphur) proteins of Azotcbacter vinelandii.-
Bicchem. Biophys. Res. Commun., 31, 862.

12. MOSS, T.H., PETERING, D. y PALMER, G. 1969. Magnetic suceptibi-
ity of oxidized and reduced ferredoxins from spinach
and parsiey and the high potentiai protein from Chro-
matium. J. Biol. Chem., 244, 2275.

13. MORTENSON, L.E., MORRIS, J.A. y JENG, D.Y. 1967. Purification, =
metal component, and properties of molybdoferredoxin
and azo ferredoxin. Two of the components of the N-fix
ing system of . Clestridium pasterianum. Biochim. Bio-

phys. Acta, 141, 516.

14. BULEN, W.A. y LE COMTE, J.R. 1966. Nitrogenase system from Azoto
bacter. Two-enzyme requirement for N; reduction, ATP-
dependent Hy evolution, and ATP hydrolysis. Proc.Nat.
Acad. Sci. US, 56, 979.

15. MALKIN, R. 1973. The chemical properties of ferredoxins. '"'iron-
Sulfur Proteins' (W. Lovenberg Ed., Academic Press, -
New York=London), voi. ii, p.1.

16. TANAKA, M., HANIU, M. y YASUNOBU, K.T. 1970. Primary structure

of bovine adrenocdoxin. Biochem. Biophys. Res. Commun.

254



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

39, 1182.

. CUSHMAN, D.W., TSAl, R.L. y GUNSALUS, i.C. 1967. The ferropro--

tein component of a methylene hydroxulase. Biochem. -

Biophys. Res. Commun., 26, 577.

BACHOFEN, R. y ARNON, D.|. 1966. Crystalliine ferredoxin from the
photosynthetic bacterium Chromatium. Biochim. Biophys.
Acta, 120, 259.

BUCHANAN, B .B., MATSUBARA, H. y EVANS, M.C.W. 1969. Ferredoxin -
from the photosynthetic bacterium Chlorobium thiosul-
fatophilum. A link to ferredoxins from nonphotosynthe

tic bacteria. Biochim. Biophys. Acta, 189, 46.

YOCH, D.C., BENEMANN, J.R., VALENTINE, R.C. y ARNON, D.i. 1969.
Electron transport system in nitrogen fixation by Azo
tobacter. Ii. isolation and function of a new type of
ferredoxin. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S., 64, 1404,

YASUNOBU, K.T. y TANAKA, M. 1973. The types, distribution in na
ture, structure-function, and evolutionary data of -
the iron-sulfur proteins. "iron-Sulfur Proteins'' (W.
Lovenberg Ed., Academic Press, New York-London), vol.
il, p-27.

LAISHLEY, E.J., TRAVIS, J. y PECK, H.D. 1969. Aminoacid composi-
ticn of ferredoxin and rubredoxin isolated from Desul
fovibrio gigas. J. Bacteriol., 98, 302.

BARTSCH, R.G. 1963. ''Bacterial Photosynthesis' (H. Gest, A. San
Pietro y L.P. Vernon Eds., Antioch. Press, Yellow =
Springs, Ohio), p. 315.

WEINSTEIN, B. 1969. Archetipe correlation between bacterial rub-

redoxin and both bacterial and plant ferredoxins. Bio

chem. Biophys. Ress. Commun., 35, 109.

255



25,

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

256

VALENTINE, R.C., JACKSON, R.L. y WOLFE, R.S. 1962. Roie of ferre
doxin in hydrogen metabolism of Micrococcus lactilyt)

cus. Biochem. Biophys. Ress. Commun., 7, 453.

VALENTINE, R.C., BRiLL, W.J. y WOLFE, R.S. 1962. Roie of ferredo
xin in pyridine nucieotide reduction. Proc. Nat. Acad.
Sci. US, 48,1856.

DAVENPORT, H.E., HILL, R., y WHATLEY, F.R. 1952. Natural facrtor
catalyzing reduction of methemgiobin by isolated chlo

roplasts. Proc. Roy. Soc. B, 139, 346,

DAVENPORT, H.E. yHiLL, R. 1960. A protein from ieaves catalyzing
the reduction of hemprotein compounds by illuminated

chloropiasts. Biochem. J., 74, 493.

SAN PIiETRO, A. y LANG, H.M. 1958. Photosynthetic pyridine nucleo
tide reductase. . Partial purification and properties

of the enzyme from spinach. J. Bioi. Chem., 231, 211.

SAN PIETRO, A. 1959. Photochemical reduction of triphosphopyridi
ne nucleotide by chiocropliasts., Brookhaven Symp. Biol.,
i1, 262,

DAVENPORT, H.E. 1960. A protein from leaves catalysing the reduc
tion of metmyogliobin and triphosphopyridine nucleoti=-

de by iiluminated chloroplasts. Biochem. J., 77, 471.

BUCHANAN, B.B. y BACOFEN, R. 1968. Ferredoxin-dependent reduction
of nictinamide~adenine dinucieotides with hydrogen -
gas by subcellular preparations from the photosynthe-
tic bacterium Chromatium. Biochim. Biophys. Acta, 162,
607 -

BUCHANAN, B.B. y EVANS, M.C.W. 1969. Photoreduction of ferredo--
xin and its use in NAD(P)™ reduction by a subceliular

preparation from the photosynthetic bacterium Chloro-



34,

35.

36.

37.

38.

39

40.

L.

42.

43.

bium thiosulfatophilum. Biochim. Biophys. Acta, 180,
123.

LOVENBERG, W. y SOBEL, B.E. 1965. Rubredoxin; a new electron =
transter protein from Clostridium pasterianum. Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S., 54, 193.

VALENTINE, R.C. 1964. Bacterial ferredoxin. Bacteriol. Rev., 28,
L97 .

BUCHANAN, B.B. 1966. Chemistry and function of ferredoxin. Struc
ture Bonding, 1, 109.

MALKiN, R. y RABINOWITZ, J.C. 1967. Nonheme iron electron-trans-

fer proteins. Ann. Rev. Biochem., 36, 113.

KIMURA, T. 1968. Biochemical aspects of iron-sulfur linkage in -
non heme iron protein, with special reference to ''adre

nodoxin''. Structure Bonding, 5, 1.

HARDY, R.W.F. y BURNS, R.C. 1968. Biclogical nitrogen fixation.-
Ann. Rev. Biochem., 37, 331.

HALL, D.0O. y EVANS, M.C.W. 1969. iron=Sulfur Proteins. Nature -
(London), 223, 1342.

BUCHANAN, B.B. y ARNON, D.i. 1971. Ferredoxins from photosynthe-
tic bacteria, aigae and higher plants. '"Methods in En
zymology'". (A. San Pietro Ed., Academic Press, New -

York-London), vol. XXiil, p. 413.

TSiBRiIS, J.C.M. y WOODLY, R.W. 1970. Structural studies of iron-

sulfur proteins. Coord. Chem. Rev., 5, 417,

MORTENSON, L.E , VALENTINE, R.C. y CARNAHAN, J.E. 1963. Ferredo-
xin in the phosphoroclastic reaction of pyruvic acid
and its relation to nitrogen fixation in Clostridium
pasterianum. J. Biol. Chem., 238, 794.

257



Li, VALENTINE, R.C. y WOLFE, R.5. 1963. Role of ferredoxin in the -
metabelism of molecular hydrogen. J. Bacteriol., 85,

1114

45. JUNGERMANN, K., THAUER, K K.; RUPPRELHT, E., OHRLGFF, ( v DECKEK,
K. 1969, Ferredoxin-mediated hydrogen formati/on from -
NADPH in a celi=free system of Closuricium kKluyveri, =
FEBS Lett., 3, la4.

46, WAITELEY, H.R. y WOOLFOLK, C.A. 1962. Fferredoain-aependent reac
tions in Micrococcus jactifyticus. Biochem. Biophys.-
Res., Commun., 9, 517.

47. VALENTINE, R.C., BRiLL, W-J. y SAGERS, R.U. 1963 Ferredoxin=iin
ked diphcsphopyridine nucieotide reduction by pyruva-
te in extracts of Clostridium acidiurici. Biochem, =
Bicphys. Res Commun., 12, 315.

48 . BACHOFEN, K., BUCHANAN, B.B 4y ARNON, D.}. 196k, Ferredoxin as a
reductant in pyruvate synthesis by & bacierial extract.
Proc. Nat. Acag. Sci. U.5., 51, 690.

49, ANDREW, (.G. y MORRIS, .. G. 1965 Tne bicsynthesis ¢i atanine by
Ciostridium kiuyveri. Biochim. Biophys. Acta, 97,176.

5C. BUCHANAN, B.B., BACHOFEN, R. y ARNON, D.i. 196k4. Role of ferredo
Xin in the reductive assimilation of COy and acetate
by extracts of the photosynthetic bacterium Chromatium.,
Proc. Nat. Acad. Sci. U.5., 52, 839.

51. BUCHANAN, B.B. 1986Y. Role of ferredexin in the synthesis of o-ke
tobutyrate from photosynthetic and nonphotosynthetic
bacteria. J. Bioi. Chem., 244, 4218,

2. BUCHANAN, B.B. y EVANS, M.C.W. 1965. Synthesiz of o-oxogiutarats
from succinate and carbon dioxide by a subceliular =

preparation of & pnotosynthetic pacterium. Proc. Nat,

258



54.

55.

56.

57-

58.

59.

60.

Acad. Sci. U.S., 54, 1212,

- ALLISON, M.J. y RUBINSON, I.M. 1970. Biosynthesis of -ketogiuta

rate by tne reductive carboxilation of succinate in -

Bacteroides ruminicoia. J. Bacteriol., 104, 50.

ALLISON, M.J. y PEEL, J.L. 1971. Biosynthesis of valine from iso
butyrate by Peptostreptococcus elsdenii and Bacteroi-

des ruminicola. Biochem. J., 121, 431,

GEHRING, U. y ARNON, D.i{. 1971. Ferredoxin-dependent phenylpyru-
vate synthesis by cell-free preparations of photosyn-
thetic bacteria. J. Biol. Chem., 246, 4518.

HOLCEMBERG, J.5. y TSAIl, R.L. 1969. Nicotinic acid metabolism. -
IV. Ferredoxin-dependent reduction of 6-hydroxynicoti
nic acid to 6-oxo-1,4,5,6-tetrahydronicotinic acid. -
J. Biol. Chem., 244, 1204.

JUNGERMAN, K., THAUEK, R.K. y DECKER, K. 1968. The synthesis of
one-carbon units from COy in Clostridium kluyveri. -

Eur. J. Biochem., 3, 351.

THAUER, R.K., RUPPRECHT, E. y JUNGERMAN, K. 1970. Synthesis of -
one-carbon units from carbon dioxide via a new ferre-
doxin dependent monocarboxylic acid cycle. FEBS Lett.,
8, 304.

D'EUSTACHIO, A.J vy HARDY, R.W.F. 1964. Reductans and electron
tranzport in nitrogen fixation. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 15, 319.

DERVARTANIAN, D.V., SHETHNA, Y.i. y BEINERT, H. 1969. Purifica--
ticn ana properties of two iron-sulfur proteins from
Azotobacter vinelandii. Bicchim. Biophys. Acta, 194,
548.

259



61.

62.

63.

6h.

65.

66.

67.

68.

69.

260

YOCH, D.C. y ARNON, D.l. 1970. Nitrogen fixation system of photo
synthetic bacteria. (i. Chromatium nitrogenase activi
ty linked to photochemically generated assimilatory -

power. Biochem. Biophys. Acta, 197, 180.

WEAVER, P., TINKER, K. y VALENTINE, K.C. 1965. Ferredoxin-1inked
DNP reduction by the photosynthetic bacteria Cﬁroma--
tium and Chiorgbium. Biochem. Biophys. Res. Commun.,

21, 195.

AKAGI, J.M. 1965. The participation of a ferredoxin of Clostri--
dium nigrificans in sulfite reduction. Biochem. Bio--

phys. Res. Commun., 21, 72.

SCHMIDTT, A. y TREBST, A, 1969. Mechanism of photosynthetic sul-
fate reduction by isolated chicroplasts. Biochem. Bio
phys. Acta, 180, 529.

VALENTINE, R.C., MORTENSON, L.E., MOWER, H.F., JACKSON, R.L. y -
WOLFE, R.S. 1963. Ferredoxin requirement for reduction
of hydroxylamine by Clostridium pasterianum. J. Biol.
Chem., 238, 856,

RAMIREZ, J.M., DEL CAMPO, F.F., PANEQUE, A. y LOSADA, M. 1966.-

Ferredoxin nitrite reductase from spinach. Biochim.~-
Biophys. Acta, 118, 58,

SHiIN, M. y ARNON, D.i., 1965. Enzymic mechanisms of pyridine ny--
cleotide reduction in chioropliasts. J. Biol. Chem., -
240, 1405,

ARNON, D.}{., TSUJIMOTO, H.Y. y McSWAIN, B.D. 1964. Ferredoxin in
photosynthetic production of oxygen and phosphoryla=-
tion by chloroplasts, Proc. Nat., Acad. Sci., U.S., 51,
1274 .

ALLEN, S.F. 1975. A two step mechanism for the photosynthetic -



70.

71.

72.

7h.

75.

76.

77 -

reduction of oxygen by ferredoxin. Biochem. Bicphys.
Res. Commun., 66, 36.

TAGAWA, K., TSUJIMOTO, H.Y. y ARNON, D.i. 1963. Separation by mo
nochromatic 1ight of photosynthetic phosphorylation -
from oxygen evoiution. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S., =
50, 544.

LOSADA, M. y PANEQUE, A. 1966. Light reduction of nitrate by chlo
roplasts depending on ferredoxin and NAD. Biochim. -
Biophys. Acta, 126, 578.

BUCHANAN, B.B., KALBERER, P.P. y ARNON, D.i. 1967. Ferredoxin-ac
tivatea fTructose diphosphatase in isclated chloroplasts.

Biochem. Biophnys- Res. Commun., 29, 74.

BUCHANAN, B.B., SCHURMANN, P. y KALBERER, P.P. 1971. Ferredoxin-
-aclivated fructose diphosphatase of spinach chlioro--
plasts. J. Biol. Chem., 246, 5952.

BUCHANAN, B.B. 19/2. Ferredcxin-iinked carboxylation reactions.-
"The Enzymes'' (P.D. Boyer Ed., Academic Press, New -

York=London) vol.Vi; p- 193.

FORTI, G., MELANDRIi, B.A., SAN PIETRO, A. y KE, B. 1970. Studies
on the photoreduction of ferredoxin and the ferredo--
Xin-NADP reductase flavoprotein by chloroplasts frag-
ments: Effect of pyrophosphate. Arch. Biochem. Bio---
phys., 140, 107.

BUCHANAN, B.B. y SCHURMANN, P. 1973. Regulation of ribulose-1-5-
-diphosphate carboxylase in the photosynthetic assimi

lation cf carbon dicxide. J. Biol. Chem., 248, 4956,

BUCHANAN, B-B. y SCHURMANN, P. 1973. Ribulose=1,5-diphosphate -
‘ carboxyl!ase: A regulatory enzyme in the photosynthe--

tic assimilation of carbon dicxyde. '"Current Topics -

261



78.

79-

80.

81.

82,

83.

84,

85.

262

in Cell Regulation' (B.L. Horecker y E.R. Stadman -

Eds., Academic Press, New York-London), vol. 7, p. 1.

BLACK, C.C., FEWSON, C.A. y GIBBS, M. 1963. Photochemica! reduc-
tion of triphosphopyridine nucleotide by celi-free ex
tracts of blue-green aigae. Nature (London), 198, 88.

SMILLIE, R.M. 1965. isoiation of two proteins with chioroplast -
ferredoxin activity from a biue-green aiga. Biochem.

Biophys. Res. Commun., 20, 62i.

YAMANAKA, T., TAKENAMI, S., WADA, K. y OKUNUKIi, K. 1969. Purifi-
cation and some properties of ferredoxin derived from
the blue-green alga, Anacystis nidulans. Biochim. Bio
phys. Acta, 180, 196.

-TANAKA, M., HANiU, M., YASUNGBU, K.T., RAO, K.K. y HALL, D.O. -

1975. Modification of the automated sequence determi-
nation as applied to the sequence determination of -
the Spirulina maxima ferredoxin. Biochemistry, 14, -
5535.

HALL, D.0., CAMMACK, R. y RAO, K.K. 1971. Role of ferredoxin in
the crigin of life and biciogical evolution. Natiure -
{London), 233, 136.

WADA, K., KAGAMiYAMA, H., SHIN, M. y MATSUBARA, H. 1974. Ferre~-
doxin from a blue-green aiga, Aphanothece sacrum. J.

Biochem., 76, 1217.

RAO, K.K., MATSUBARA, H., BUCHANAN, B.B. y EVANS, M.C.W. 1969. -
Aminc acid composition and terminal sequences of fe--
rredoxins from two photocsynthetic green bacteria. J.
Bacteriol., 100, 14i7.

YAMANACA, T. y KAMEN, M.D. 1965. Purification of an NADP-reducta

se and of ferredoxin derived from the facultative pho



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

YOCH, D.C.

MORTENSON,

MALKIN, R.

SOBEL, B-.E.

toheterotroph, Rhodopseudomonas palustris. Biochem. -

Biophys. Res. Commun., 18, 611.

y ARNOGN, D.i. 1972. Two biologically active ferredo--
xins from the aerobic nitrogen-fixing bacterium, Azo-

tobacter vinelandii. J. Biol. Chem., 247, 4514,

L.E. 1964. Purification and analysis of ferredoxins
from Clostridium pasterianum. Biochim. Biophys. Acta,
81, 71.

y RABINOWITZ, J.C. 1966. The reconstitution of clos--
tridial ferredoxin. Biochem. Biophys. Res. Commun., -

23, 822.

y LOVENBERG, W. 1966. Characteristics of Clostridium
pasterianum in oxidation-reduction reactions. Bioche-

mistry, 5, 6.

TANAKA, M.T., NAKASHIMA, A., BENSON, H., MOVER, H. y YASUNOBU, -

LOVENBERG,

K.T. 1964. The amino acid sequence of Clostridium pas
terianum ferredoxin. Biochem. Biophys. Res. Commun. -
16, 422.

W., BUCHANAN, B.B. y RABINOWITZ, J.C. 1963. Studies
on the chemical nature of clostridial ferredoxin. J.
Biol. Chem., 238, 3899.

Wi:LDER, M., VALENTINE, R.C. y AKAGI, J.M. 1963. Ferredoxin of -

Clostridium thermosaccharoiyticum. J. Bacteriol., 86,
861.

STADTMAN, T.C. 1966. Giycine reduction to acetate and ammonia -

identification of ferredoxin and another low-molecu-
lar-weight acidic protein as components of the reduc-

tase system. Arch. Biochem. Biophys., 113, 9.

263



94. DYER, J.K. y ANDERSON, A.W. 1968. isoliation and role of nonheme
iron protein in Clostridium botul inum. Appi. Microbiol
16, 207.

95. TANAKA, M., HANiU, M., MATSUEDA, G., YASUNOBU, K.T., HiMES, R.H.,
AKAGI, J.M., BARNES, E.M. y DEVANATHAN, T. 1971. Pri-
mary structure of the Clostridium tartarivorum ferre-
doxin a heat-stabie ferredoxin. J. Biol. Chem., 246,
3953.

96. BUCHANAN, B.B. y RABINOWITZ, J.C. 1964. Some properties of Metha
nobacterium femelianskii ferredoxin. J. Bacteriol. -

88, 806.

97. LE GALL, J. y DRAGONi, N. 1966. Requirement of ferredoxin for -
the 3032_ reduction. Biochem. Biophys. Res. Commun.,
23, 145.

98. SUH, B. y AKAGY, J.M. 1966. Pyruvate-carbon dioxide reactions -
of Desulfovibrio desulfuricans. J. Bacteriol., 91, -

2281.

99. TSUNODA, J.N., YASUNOBU, K.T. y WHITELEY, H.R. 1968. Nonheme =
iron proteins. IX. The amino acid sequence of ferredo

xin from Micrococcus aerogenans. J. Biol. Chem., 243,
6262.

100. GILLARD, R.D., McKENZIE, E.D., MASON, R., MAYHEW, S.G., PEEL, J.
L. y STANGROOM, J.E. 1965. Nature of the non-haem -
iron in ferredoxin and rubredoxin. Natiure (London),
208-769.

107. YOCH, D.C. y VALENTINE, R.C. 1972. Four-iron (sulfide) ferredo-

xin from Bacillus polymixa. J. Bacteriol., 110, 1211.

102. SHETHNA, Y.i., STOMBAUGH, N.A. y BURRIS, R.H. 1971. Ferredoxin -

from Bacillus polymixa. Biochem. Biophys. Res. Commun.

264



103.

104.

105.

i06.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

42, 1108,

GEIWTZ, H.S. y VOLLKER, W. 1962, A respiratory enzyme from Chlo
rella. 2. Physiol. Chem., 330, 124.

MiTSUiI, A. 1971. Purification and some properties of crystalli-
ne Euglena ferredoxin. Biochim. Biophys. Acta, 243, -
447,

MATSUBARA, H. 1968. Purification and some properties of Scene--

desmus terredoxin. J. Bioi. Chem., 243, 370.

SUGEND, K. y MATSUBARA, H. 1969. Amino acid sequence of Scene--
desmus ferredoxin. 4. Biol. Chem., 244, 2979.

BOGER, P. 1970. Ferredoxin aus Bumilleriopsis filiformis Vis---
cher. Pilanta, 92, 105.

WHATLEY, F.R., TAGAWA, K. y ARNON, D.i. 1963. Separation of the
light and dark reactions in electron transfer during

photosynthesis. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S., 49, 226.

HALL, D.0O., GIiBSON, J.F. y WHATLEY, F.R. 1966. Electron spin re
sonance spectra of spinach ferredoxin. Biochem. Bio--

phys. Res. Commun., 23, 81.

CRAWFORD, C.G. y JENSEN, R.G. 1971. isolation and partial cha--
racterization of ferredoxin from Zea mays. Plant Phy-
siol., 47, L47.

BENDALL, D.S., GREGORY, R.P.F. y HiLL, R. 1963. Chloroplast fe-
rredoxin from parsiey. Biochem. J., 88, 29.

HiLtL, R. y BENDALL, D.S. 1960. Crystallization of a Photosynthe
tic Reductase from a green plant. Nature (London), -
187, 4i7.

FRY, K.T. y SAN PIiETRO, A. 1962. Photosynthetic pyridine nucleo

tide reductase. Biochem. Bicphys. Res. Commun.,9,218.

265



114,

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

266

HILL, R. y BENDALL, F. 1960. Tomada de '"iron-Sulfur Proteins''.
(W. Lovenberg Ed., Academic Press, New York-London).
Vol. i, p. 29.
NEWMAN, D.J., iHLE, J.N. y DURE, L. 1969. Chemicai composition
of a ferredoxin isolated from cotton. Biochem. Biophys.
Res. Commun., 36, 947.

KERESZTES-NAGY, S. y MARGOLiASH, E. 1966. Preparation and cha-
racterization of alfalfa ferredoxin. J. Bioi. Chem.,
241, 5955.

KERESZTES-NAGY, S., PERINE, F. y MARGOLIASH, E. 1969. Primary -
structure of alfalfa ferredoxin. J. Biol. Chem., 24k,
981.

BENSON, A.M. y YASUNOBU, K.T. 1969. Nons<heme iron proteins. X.
The amino acid sequence of ferredoxin from Leucaena -
glauca. J. Biol. Chem., 244, 955,

SCHURMANN, P., BUCHANAN, B.B. y MATSUBARA, H. 1970. Ferredoxin
from fern and amaranthus: Two diverse plants similar

ferredoxins. Biochem. Biophys. Acta, 223, 450.

ZANOBIiINI, A., FIRENZUOLI, A.M., VANNI, P. y RAMPONI, G. 1970.-
Isolation and purification of Pinus pinea ferredoxin.
Physiol. Chem. Physics, 2, 331.

RAO, K.K. 1969. isolation and characterization of taro ferredo
xin. Phytochemistry, 8, 1379.

AGGARWAL, S.J., RAO, K.K. y MATSUBARA, H. 1971. Horsetail ferre

doxin: isoiation and some chemical studies. J. Biochem

69, 601.

ZANOBINI, A., VANNi, P., MASTRONUZZI, A.M. y RAMPONI, G. 1967.
Use of Tween 80 in ferredoxin extraction from Gymnos-

perms. Phytochemistry, 6, 1633.

GLICKSON, J.D., PHiLLIPS, W.D., McDONALD, C.C. y POE, M. 1971.-



P M R characterization of alfalfa and soybean ferredo
Xins: The existence of two ferredoxins in soybean. -

Biochem. Biophys. Res. Commun., 42, 271.

125. LEE, S.S., TRAViIS, J. y BLACK, C.C. 1970. Characterization of -
ferredoxin from nutsedge, Cyperus rotundus and other
species with a high photosynthetic capacity. Arch. -
Biochem. Biophys., 141, 676.

126. SHANMUGAM, K.T. y ARNON, D.i. 1971. Effect of ferredoxin on bac
terial photophosphorylation. Fed. Proc. 30, 1136.

127. SHANMUGAN, K.T., BUCHANAN, B.B. y ARNON, D.i. 1972. Ferredoxine
in light and dark-grown photosynthetics cells with -
special reference to Rhodospirillum rubrum. Biochim.
Biophys. Acta, 256, 477.

128. YOCH, D.C. 1973. Purification and properties of two ferredoxins

from the nitrogen-fixing bacterium. Arch. Biochem. -
Biophys., 158, 633.
129. MUKHiIM, E.N., NEZNAiICO, N.F., CHOCONOV, V.A. y EROKHIM, Y.E. -

1975. On two forms of stable ferredoxin from the lea-
ves of Pisum sativum. Dokl. Akad. Nank. SSSR, 221,228.

130. MALKIN, R. y BEARDEN, A.J. 1971. Primary reactions of photosyn-
thesis: photo-reduction of a bound chloroplast ferre-
doxin at low temperature as detected by E P R spectros

copy. Proc. Nat. Acad. Sci. US, 68, 16.

131. BEARDEN, A.J. y MALKIiIN, R. 1972. Bound ferredoxin of chloro---
plast- Rol of primary aceptor of photosystem i. Bio-

chem. Biophys. Res. Commun., 46, 1299.

132. BEARDEN, A.J. y MALKIN, R. 1972. Bound ferredoxin of chloro---
piasts. Role as the primary electron acceptor of pho-

tosystem i. Biochim. Biophys. Acta, 283, 456.

267



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141,

268

BENSON, A.

RALL, S.C.

TRAVIS, J.

MATSUBARA,

MATSUBARA,

RAO, K.K.

KNIiGHT, E.

TANAKA, M.

MATSUBARA,

M., MOWEK, H.F. y YASUNOBU, K.T. 1967. The amino acid
sequence of clostridium butyricum ferredoxin. Arch. -
Biochem. Biophys., 121, 563.

» BOLINGER, R.E. y COLE, R.D. 1963. Amino acid sequen
ce of ferredoxin from clostridium acidiurici. Bioche-
mistry, 8, 2486.

, NEWMAN, D.J., LE GALL, J. y PECK, H.D. 1971. Amino
acid sequence of ferredoxin from the sulfatereducing
bacterium Desulfovibrio gigas. Biochem. Biophys. Res.
Commun., 45, 452.

H., SASAKI, K.M., TSUCHIYA, D.K. y EVANS, M.C.W. -
1970. Amino acid sequence of chromatium ferredoxin. -
J. Biol. Chem., 245, 2121.

H. y SASAKI, R.M. 1968. Spinach ferredoxin. ii. Tryp
tic chymotryptic and thermolitic peptides and compie-

te amino acid sequence. J. Biol. Chem., 243, 1732.

y MATSUBARA, H. 1970. Amino acid sequence of taro fe-

rredoxin. Bicchem. Bicphys. Res. Commun., 38, 500.

y HARDY, R.W.F. 1966. isclation and characterization
of ferredoxin from nitrogen-fixing clostridium paste-

rianum. J. Biol. Chem., 241, 2752.

, HANiU, M., YASUNOBU, K.T., MAYHEW, S.G. y MASSEY, V.
1971. Amino acid sequence of the Peptostreptococcus

elsdenii fiavodoxin. Biochem. Biophys. Res. Commun.,
L4, 886.

H., JUKES, T.H y CANTOR, C.R. 1968. (Pub. 1969). -
Structural and evolutionary relations of ferredoxins.
U.S. At. Energy Comm. 1, 201.



142,

143,

144,

145,

146.

147.

148.

149,

STANIER, R.Y., KUNISAWA, R., MANDEL, M. y COHEN-BAZIRE, G. -~

RAO, K.K.

1971. Tomada de: TANACA, M., HAN:iU, M., YASUNOBU, K.

T., RAO, K.K. y HALL, D.0. 19/5. '"Modification of the
automated sequence determination &s applied to the se
quence determination cf the Spirulina maxima ferredo-

xin''. Biochemistry, 14, 5535.

, SMiTH, R.V., CAMMACK, R., EVANS, M.C.W., HALL, D.O.

y JOHNSON, C.E. 1972. Spectroscopic characterization
of ferredoxin from the blus=green alga Microcystis -

fios-aquae. Biochem. J., 129, 1159.

CAMMACK, R., HALL,; D.0. y RA0O, K.K. 1971. Ferredoxins: are they

living fossiis?. New Sci. J., 51, 696.

LOSADA, M. y ARNON, D.i. 1964. Enzyme systems in photosynthesis.

ECK, R.V.

""Modern Methods of Piant Analysis'' (K. Paech y M.V. -
Tracey Eds., Springer-verlag, Belin, Gottingen, Hei--
delberg), vol Vil, p. 569.

y DAYHOFF, M.0. 1966. Evolution of the structure of
ferredoxin based on living relics of primitive amino

acid sequences. Science, 152, 363.

WHATLEY, F.R. y ARNON, D.{. 1963. Photosynthetic phosphorila--

tion in plants. ''"Methods in Enzymoliogy' (S.P. Colo--
wich y N.O. Kaplan Eds., Academic Press, New York =
London), vel Vi, p. 308.

FOUST, G.D., MAYHEW, S.G. y MASSEY, V. 1969. Compiex formation

between ferredoxin-triphosphorydine nucleotide reduc
tase and electron transfer proteins. J. Biol. Chem.,
244, 964,

EVANS, M.C.W. 1968. Ferredoxin-dependent synthesis of o-keto-

glutarate and pyruvate by extracts of the green pho-

269



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

270

tosynthetic bacterium Chloropseudomonas ethylicum. -

Biochem. Biophys. Res. Commun., 33, 146,

ZUMFT, W.G. 1972. Ferredoxin: Nitrite oxidoreductase from Chio-
rella. Purification and properties. Biochim. Biophys.
Acta, 276, 363.

SMILLIE, R.M. y ENTSCH, B. 1971. Phytofiavin. '"Methods in Enzy-
moiogy" (A. San Pietro Ed., Academic Press, New York-
-London), vol. XXiii, p. 504,

BORCHERT, M.T. y WESSELS, J.S.C. 1970. Combined preparation of
ferredoxin, ferredoxin-NADPT reductase and plastocya-
nin from spinach leaves. Biochim. Biophys. Acta, 197,

78.

LOWRY, H.O0., ROSEBBROGH, N.J., FARR, A.L. y RANDALL, R.J. 1951,
Protein measurement with the Folin phenol reagent.J.
Biol. Chem., 193, 265.

ORNSTEIN, L. 1964. Disk electrophoresis. i. Backgroung and -
theory. Ann. N.Y. Acad. Sci., 121, 321.

DAViS, B.J. 1964. Disk electrophoresis. |i. Method and applica
tion to human serum proteins. Ann. N.Y. Acad. Sci.,
121, 404.

BRiILL, W.J., WETSPHAL, J., STIEGHORST, M., DAVIS, L.C. y SHAH,
V.K. 1974. Detection of nitrogenase components and -
other nonheme iron proteins in polyacryiamide gels. -
Anal. Biochem., 60, 237,

WHATLEY, F.R., ALLEN, M.B. y ARNON, D.i. 1959. Photosynthesis =
by isociated chicroplasts. Vii. Vitamin K and ribofla-
vine phosphate as cofactors of cyclic phosphorylations
Biochim. Biophys. Acta, 32, 32.

ARNON, D.i. 1949. Copper enzymes in isolated chloroplasts. Pcly-



1600

i61.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

-

phenoloxidase in Beta vuigaris. Plant Physiol. 24, 1.

ZEPPEZAUER, M., EKLUND, H. y ZEPPEZAUER, D. 1968. Microdiffusion
cell for the growth of single protein crystals by =
means of equilibrium dialysis. Arch. Biochem. Biophys.
126, 5o4.

VESTERVERG, 0. y SVENSSON, H. 1966. iscelectric fractionation,
anaiysis and characterization of amphoiytes in natu-
ral pH gradients. IV. Further studies on the resolving
power in connection with separation of myoglobin. Ac-
ta Chem. Scand. 20, 820.

BEHNKE, J.N., DAGHER, S .M., MASSEY, T.H. y DEAL, W.C.dr. 1975.-
Rapid, multisampie isoelectric focusing in sucrose den
sitly gradients using conventional polyacrylamide elec-
trophoresis equipment: A two-peak transient in the ap-

proach-to-equilibrium. Anal. Biochem. 69, 1.

VETTER, H. y KNAPPE, J. 1971. Flavodoxin and ferredoxin of Es-
cherichia coli. Hoppe-seyler's Z. Phys. Chem., 352, -
433.

MARTIN, R.G. y AMES, B.N. 1961. A method for determining the -
sedimentation behavior of enzymes: Application to pro

tein mixtures. J. Biol. Chem., 236, 1372.

MOORE, S. 1963. The determination of cystine as cysteic acid. J.
Biol. Chem., 238, 235.

MOORE, S., SPACKMAN, D.H. y STEIN, W.H. 1958. Chromatography of
amino acids on sulfonated polyestyrene resins. Anal.-
Chem., 30, 1185.

PERKIN ELMER. 1971. Analytical methods for atomic absorption =
spectrophotometry. Ed. The Perkin Eimer Corp. USA.

FOGD, J.K. y POPOWSKY, M. 1949. Spectrophotometric determinaticn

271



168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

272

of hydrogen sulfide. Methylene blue methods. Anal. -
Chem. 21, 732,

BOYER, P.D. 1954, Spectrophotometric study of the reaction of
protein sulfhydryl groups with organic mercurials. J.
Am. Chem. Soc., 76, 4331.

BROCKLEHURST, K., CARLSSON, J., KIERSTAN, M.P.J. 1973. Covalent
chromatography. Preparation of fulTy active papain -

from dried papaya latex. Biochem. J. 133, 573.

CARLSSON, J., AXEN, R., BROCKLEHURST, K. 1974. Immobilization -
of urease by thiol-disulphide interchange with conco-

mitant purification. Eur. J. Biochem., 4k, 189.

CARLSSON, J. y SVENSSON, A. 1974. Preparation of bovine mercap-
talbumin by means of covalent chromatography. FEBS -
Lett., 42, 183.

LOSADA, M. y PANEQUE, A. 1971. Nitrite reductase. ''Methods in -
Enzymology''. vol. XXiii, A, p. 487 (A. San Pietro Ed.

Academic Press, New York-London)., vol. XXiil, A, p.-
L87.

SNELL, F.D. y SNELL, C. 1949. ''Colorimetric methods of analysis'"

(D. van Nostrand Co. Ed., New York), 3rd. ed., vol.ll.

FISKE, C.H. y SUBBAROW, Y. 1925. The colorimetric determination
of phosphorus. J. Biol. Chem., 66, 375.

BUCHANAN, B.B. 1975. Ferredoxin-activated fructose-1,6-diphospha
tase system of spinach chloroplasts. ''Methods in Enzy
mology'' (W.A. Wood, Ed., Academic Press, New York-Lon
don), vol. XLli, C, p. 397.

LAZARO, J.J., CHUECA, A., LOPEZ GORGE, J. y MAYOR, F. 1974. -
Fructose-1,6-diphosphatase from spinach leaf chloro--
plasts. Purification and heterogeneity. Phytochem. 13,



y SCHRUEDER, E.A.R. 1958. Reductive pentouse phospha-

m

177. RACKER,
te cycie. ti. Specific C-1 P phosphatases for fructo-
se-1,b-disphosphatase and sedoheptulose~1,7-diphospha
tase. Arch. Biochem. Biophys. 74, 326.

178. PREiSS, J., BIGGS, M.L. y GREENBERG, E. 1967. The effect of -
magnesium ion concentration on the pH optimum of the
spinach ieat alkaline fructose disphosphatase. J.Biol.

Chem. 242, 2292.

179. CHUECA, A., LAZARO, J J. , LOPEZ GORGE, J. y MAYOR, F. 1975.Fruc

X

tosa-1,b-difosfatasa de cloroplastos de hojas de espi
naca. Purificacidn del factor proteico ligado a dicha

actividad. Anal. Edaf. y Agrobiol. 34, 541.

180. HALL, D.0O., RAD, K.K. y CAMMACK, R. 1972. Stable and easily ex-
tractable plant-type ferredoxin from the blue green -

alga Spirulina maxima. Biochem. Biophys. Res. Commun.

47, 798.

181. MITSUiI, A. y ARNON, D.!. 1971. Tomada de: BUCHANAN, B.B. y ARNON,
D-I. 1971. "'Ferredoxins from photosynthetic bacteria,
algae, and higher plants''. '""Methods in Enzymology"

(A. San Pietro Ed., Academic Press, New York-London),

vol ,\)(-i., Q- 4}3.

182. NAYHEW, S.G. 1971. Nondenaturing procedure for rapid preparation

(¥4

of ferredoxin from Clostridium pasterianum. Anal. Biog

chem., 42, 191.

183. KATOH, S. y TAKAMIYA, A. 1963. The iron-binding in photosynthe-
tic pyridine nucieotide reductase. Arch. Biochem. Bio

phys., 102, 189.

184, SIEDOW, J.N y SAN PiETRO, A. 1974. Studies on Photosystem |. -

273



185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

274

Characteristic of '"310 material' isolated from spinach

chloroplasts. Arch. Biochem. Biophys., 164, 145,

HASLETT, B.G., CAMMACK, R.y WHATLEY, F.R. 1973. Quantitative stu
dies on ferredoxin in greening bean leaves. Biochem.J.

136, 697.

MATSON, R.S. y KiMURA, T. 1975. immunological quantitation of -
chloroplast ferredoxin. Biochim. Biophys. Acta, 396,
293.

BLACK, C.C. y MAYNE, B.C. 1970. Pyqp activity and chlorophyil -
content of plants with different photosynthetic carbon

dioxide fixation cycles. Plant Physiol., 45, 738.

TAGAWA, K. y ARNON, D.i. 1968. Oxidation-reduction potential and
stoichiometry of eiectron transfer in ferredoxins. -
Biochim. Biophys. Acta, 153, 602.

MALKIN, R. y RABINOWiITZ, S.C. 1967. The reactivity of clostri--
dial ferredoxin with iron chelating agents and 5,5-di

thio-bis-2-nitrobenzoic acid. Biochemistry, 6, 3880.

CAMMACK, R. 1975. Effects of solvent on the properties of ferre

doxins. Biochem. Soc. Transactions, 3, 482.

HALL, D.0O., CAMMACK, R. y RAO, K.K. 1973. Plant ferredoxins and
their relation to the evolution of ferredoxins from -

primitive life. Pure Appl. Chem., 34, 553.

CAMMACK, R., RAO, K.K. y HALL, D.0. 1971. Effects of chaotropic
agents on the spectroscopic properties of spinach fe-

rredoxin. Biochem. Biophys. Res. Commun., 4k, 8.

EVANS, M.C.W. y BUCHANAN, B.B. 1965. Photoreduction of ferredo-
xin and its use in CO, fixation by a subcellular sys-
tem from a photosynthetic bacerium. Proc. Nat. Acad.-
Sei. U.S., 53, 1420,



o
W
N

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

. WILDER, M., VALENTINE, R.C. y AKAGI, J.M. 1963. Ferredoxin of -

Clostridium thermosaccharolyticum. J. Bacteriocl., 86,
861.

GERSONDE, K., TRITTELVITZ, E., SCHLAAK, H.E. y STABEL, H.H.1971.
influence of dimerization on the active center in fe-

rredoxin from Clostridium pasterianum. Eur. J. Biochem.
22, 57.

APELLA, E. y SAN PIETRO, A. 1961. Physical properties of photo-
synthetic pyridine nucieotide reductase. Biochem. Bio

phys. Res. Commun., 6, 349.

FRY, K.T., LAZARINI, R.A. y SAN PIETRO, A. 1963. The photore--
duction of Fe in photosynthetic pyridine nucleotide -

reductase. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 50, 652.

HORIO, T. y SAN PIETRO, A. 1964. Action spectrum for ferricyani
de photoreduction and redox potential of chlorophyll
683. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 51, 1226.

EVANS, M.C.W., HALL, D.0O., BOTHE, H. y WHATLEY, F.R. 1968. Stoi
chiometry of electron transfer by bacterial and plant

ferredoxins. Biochem. J., 110, 485.

ORME-JOHNSON, W.H. y BEINERT, H. 1969. Reductive titration of -
iron-suifur proteins containing two or four iron -
atoms. J. Biol. Chem. 244, 6143,

PALMER, G. 1973. Current insights into the active center of spi-
nach ferredoxin and other iron-sulfur proteins. '"lron-
-sulfur Proteins'. (W. Lovenberg Ed., Academic Press,

New York-London), voi. fi, p. 285.

BLACK, C.C. 1966. Chioroplasts reactions with dipyridyl salts.
Biochim. Biophys. Acta, 120, 332.

YOCUM, C.F. y SAN FIETRO, A. 1970. Ferredoxine-reducing subs--

275



204,

205.

206.

207.

208.

209.

210,

276

tance (FRS) from spinach. |i. Separation and assay. -
Arch. Biochem. Biophys., 140, 152.

TSUJIMOTO, H.Y., CHAIN, R.K. y ARNON, D.i. 1973. Photoreduction
of ferredoxin-NADP in the presence and absence of fe-
rredoxi-reducing substance (FRS). Biochem. Biophys. -
Res. Commun., 51, 917.

EVANS, M.C.W., TELFER, A., y LORD, A.V. 1972. Evidence for the
role of a bound ferredoxin as the primary electron ac
ceptor of photosystem | in spinach chloroplasts. Bio
chim. Biophys. Acta, 267, 530.

MALKIN, R., APARICiIO, P.J. y ARNON, D.i. 1974. The isolation -
and characterization of a new iron-sulfur protein from
photosynthetic membranes. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.,
71, 2362.

EVANS, M.C.W. y CAMMACK, R. 1975. The effect of the redox state
of the bound iron-sulfur centers in spinach cloroplasts
on the reversibility of P700 photooxidation at low -

temperatures. Biochem. Biophys. Res. Commun., 63, 187.

ORME-JOHNSON, W.H. y BEINERT, H. 1969. Heterogeneity of paramag
netic species in two iron-sulfur proteins: Clostridium
pasterianum ferredoxin and mil xanthine oxidase. Bio-

chem. Biophys. Res. Commun. 36, 337.

EISENSTEIN, K.K. y WANG, J.H. 1969. Conversion of 1light to che-.
mical free energy. i. Porphyrin-sensitized photoreduc
tion of ferredoxin by glutathione. J. Biol. Chem., =
24k, 1720.

FORT!, G., MELANDRI, B.A., SAN PIETRO, A. y KE, B. 1970. Photo-
reduction of ferredoxin and the ferredoxin NADP reduc
tase flavoprotein by chloroplasts fragments: effect -

of pyrophosphate. Arch. Biochem. Biophys., 140, 107.



2i1.

212.

213.

214,

215.

216.

217.

218.

219.

SWEENEY, W., YOCH, D. y RABINOWITZ, J. 1975. High and Tow reduc .

tion potential LFe-4S clusters in Azotobacter vinelan
dii (4Fe-45)y ferredoxin. I. Influence of the polypep
tide on the reduction potentials. J. Biol. Chem., 250,
7842.

ADMAN, E.T., SIEKER, L.C. y JENSEN, L.H. 1973. Structure of bac

CARTER, C.

HOWARD,

PALENS,

PALMER,

MALKIN,

SASAKI,

HONG, J.

Vi

terial ferredoxin. J. Biol. Chem., 248, 3987.

W., KRAUNT, J., FREER, S.T., ALDEN, R.A., SIEKER, L.

C., ADMAN, E. y JENSEN, L.H. 1972. Comparison of Fesﬁ
clusters in high-potential iron protein and in ferre
doxin. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S., 69, 3526.

.B., LORSBACH, T. y QUE, L. 1976. Iron-sulfur clusters

and cystein distribution in a ferredoxin from Azoto-
bacter vinelandii. Biochem. Biophys. Res. Commun., -

70, 582.

.y PAUL, K.G. 1963. Mammalian cytochrome c. '""The En-

zymes'' (P.D.Boyer, H. Lardy y K. Myrbrack Eds., Acade

mic Press, New York=London), vol. Viii, p. 97.

., SANDS, R.H. y MORTENSON, L.E. 1966. Electron para-

magnetic resonance studies on the ferredoxin from -
Clostridium pasterianum. Biochem. Biophys. Res. Com-
mun., 23, 357.

.y RABINOWITZ, J.C. 1966. The chemistry of clostri--

dial ferredoxin. Biochemistry, 5, 1262.

.M. y MATSUBARA, H. 1967. Molecular weight and amino

acid composition of Chromatium ferredoxin. Biochem.-

Biophys. Res. Commun., 28, 467.

y RABINOWITZ, J.C. 1970. Effect of chemical modifi-

cations on the reconstitution, activity and stability

277



of clostridial ferredoxin. J. Biol. Chem., 245, 4988.

220. BUCHANAN, B.B., LOVENBERG, W. y RABINOWITZ, J.C. 1963. A compa

221.

222. DUNHAM, W.

223.

224,

225.

226.

227.

278

rison of clostridial ferredoxins. Proc. Nat. Acad. -
SCil U,S., "’99 3“5'

BLOMSTROM, D.C., KNIGHT, E., PHILLIPS, W.D. y WEIHER, S.F. 196k.

The nature of Fe in ferredoxin. Proc. Nat. Acad. Sci.
u.s., 51, 1085.

R., BEARDEN, A.J., SALMEEN, i.T., PALMER, G., SANDS,
R.H., ORME-JOHNSON, W.H. y BEINERT, H. 1971. Electro
nic properties of two-iron, two-sulphur proteins. I1.
Two-iron ferredoxins in spinach, parsley, pig adrenal
cortex, Azotobacter vinelandii, and Clostridium pas-
terianum. Magnetic field Moessbauer spectroscopy. -
Biochim. Biophys. Acta, 253, 134,

BRITZINGER, H., PALMER, G. y SANDS, R.H. 1966. The ligand field

PETERING,

BAYER, E.

of Fe in ferredoxin from spinach chloroplasts and re
lated nonheme Fe enzimes. Proc. Nat. Acad. Sci.U.S.,

55, 397.

D.H. y PALMER, G. 1970. Properties of spinach ferredo
xin in anaerobic urea solution: a comparison with the

native protein. Arch. Biochem. Biophys. 141, 456,

y JOSEF, D. 1970. Structure of plant ferredoxin. Hop
pe-Seylier's Z. Physiol. Chem. 351, 537.

QUE, L., HOLM, R. y MORTENSON, L. 1975. Extrusion of FeZS2 and

PETERING,

Feqsh cores from the active sites of ferredoxin pro-
teins. J. Am. Chem. Soc., 97, 463.

D., FEE, J.A. y PALMER, G. 1971. Tomada de: PALMER, G.
1973. Current insights into the active center of spi-

nach ferredoxin and other iron-sulfur proteins. '"'lIron



228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235,

Sulfur Proteins'. (W. Lovenberg Ed., Academic Press,

New *York=London),; vol. il, p. 285.

BAYEK, E., JOSEF, D., KRAUS, P., HAGENMAIEK, H., ROEDER, A., ¥y
TREBST, A. 1967. Degradation and synthesis of active
centers of plant ferredoxin. Biochim. Biophys. Acta,

143, 435.

HONG, J.S. y RABINOWiITZ, J.C. 1970. All-or-none mode of the -
reconstitution and the reactions of o -o - bipyridyl
and mercuricais with clostridial ferredoxin. J. Biol.
Chem., 245, 6574.

LAZARO, J.J., CHUECA, A., LOPEZ GORGE, J. y MAYOR, F. 1975. -~
Properties of spinach chloropiasts fructose-1,6-di--

phosphatase. Phytochemistry, 14, 2579.

HELDT, H.W., WERDAM, K., MILO-VANCEV, M. y GELLER, G. 1973. Al
kaiization of the chloropiast stroma caused by light-
~dependent proton flux into the thylakoid space. =
1973. Biochim. Biophys. Acta, 314, 224.

KELLY, G.!., ZIMMERMANN, G. y LATZKO, E. 1976. Light induced -
activation of fructose-1,6-diphosphatase in isolated
intact chloroplasts. Biochem. Biophys. Res. Commun.,
70, 193.

BAIER, D. y LATZKO, E. 1975. Properties and regulation of C-1-
fructose-1,6-diphosphatase from spinach chloroplasts.

Bicchim. Biophys. Acta, 396, 141.

EL-BADRY, A.M. 1974. Hexosediphosphatase from spinach cloro---
plasts: purification, crystallization and some pro--
perties. Biochim. Biophys. Acta, 333, 366.

LAZARO, J.J., CHUECA, A., LOPEZ GORGE, J. y MAYOR, F. 1975. -

Fructose-1,6-diphosphatase from spinach leaf chlore-

279



plasts: Molecular weight transitions of the purified

enzyme. Plant Science Letters, 5, 49. o
[

236. CHUECA, A., LAZARO, J.J. y LOPEZ GORGE, J. Fructose-1,6-diphos
phatase from spinach leaf chloroplasts: Subunit struc

ture. Plant Science Letters (en prensa).

237. BRASSHAM, J.A. 1971. Photosynthetic carbon metabolism. Proc. -
Nat. Acad. Sci. U.S., 68, 2877.

. ;41 {* <

280






Biblioteca Universitaria de Granada

Ty

0




	0000
	0001
	0002
	0003
	0004
	0005
	0006
	0007
	0008
	0009
	0010
	0011
	0012
	0013
	0014
	0015
	0016
	0017
	0018
	0019
	0020
	0021
	0022
	0023
	0024
	0025
	0026
	0027
	0028
	0029
	0030
	0031
	0032
	0033
	0034
	0035
	0036
	0037
	0038
	0039
	0040
	0041
	0042
	0043
	0044
	0045
	0046
	0047
	0048
	0049
	0050
	0051
	0052
	0053
	0054
	0055
	0056
	0057
	0058
	0059
	0060
	0061
	0062
	0063
	0064
	0065
	0066
	0067
	0068
	0069
	0070
	0071
	0072
	0073
	0074
	0075
	0076
	0077
	0078
	0079
	0080
	0081
	0082
	0083
	0084
	0085
	0086
	0087
	0088
	0089
	0090
	0091
	0092
	0093
	0094
	0095
	0096
	0097
	0098
	0099
	0099_1
	0099_2
	0100
	0101
	0102
	0103
	0104
	0105
	0106
	0107
	0107_1
	0107_2
	0108
	0109
	0110
	0111
	0112
	0113
	0114
	0115
	0116
	0117
	0118
	0119
	0120
	0121
	0122
	0123
	0124
	0125
	0126
	0127
	0128
	0129
	0130
	0131
	0132
	0133
	0134
	0135
	0136
	0137
	0138
	0139
	0140
	0141
	0142
	0143
	0144
	0145
	0146
	0147
	0148
	0149
	0150
	0151
	0152
	0153
	0154
	0155
	0156
	0157
	0158
	0159
	0160
	0161
	0162
	0163
	0164
	0165
	0166
	0167
	0168
	0169
	0170
	0171
	0172
	0173
	0174
	0175
	0176
	0177
	0178
	0179
	0180
	0181
	0182
	0183
	0183_4
	0183_5
	0184
	0185
	0186
	0187
	0188
	0189
	0190
	0191
	0192
	0193
	0194
	0195
	0196
	0197
	0198
	0199
	0200
	0201
	0202
	0203
	0204
	0205
	0206
	0207
	0208
	0209
	0210
	0211
	0212
	0213
	0214
	0215
	0216
	0217
	0218
	0219
	0220
	0221
	0222
	0223
	0224
	0225
	0226
	0227
	0228
	0229
	0230
	0231
	0232
	0233
	0234
	0235
	0236
	0237
	0238
	0239
	0240
	0241
	0242
	0243
	0244
	0245
	0246
	0247
	0248
	0249
	0250
	0251
	0252
	0253
	0254
	0255
	0256
	0257
	0258
	0259
	0260
	0261
	0262
	0263
	0264
	0265
	0266
	0267
	0268
	0269
	0270
	0271
	0272
	0273
	0274
	0275
	0276
	0277
	0278

