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I. INTRODUCCION



En el mundo que conocemos, los cinco elementos
'bibgenésicqs fundamentales, hidr6geno, carbono, nitrége-
no, azufre y fé6sforo, se encuentran generalmente, y sal-
vo en el caso del nitrégeno que se presenta en su forma
més estable como nitrégeno molecular, en sus estados de
mixima oxidacién, como consecuencia de la alta concentra .
cién de oxigeno de la atmbsfera que los envuelve. Desde
el punto de vista bioenergético, por tanto, las formas

en que se presentan estos elementos, corresponden a sus

niveles mis .bajos.

La energfa que actualmente mueve a todo el mun
do vivo es la luz solar, que capturada pof pigmentos es
pecializados, clorofilas, carotenos y ficobilinas, es
transformada por la maquinaria fotosintética de bacterias,
algas y plantas superiores, en energia quimica, en forma
de poder reductor, ya bioldgicamente aprovechable, que se
almacena y se distribuye, fundamentalmente,en forma de
carbohidratos, protefnas y lipidos (Losada, 1977; Losada

y Guerrero, 1978).

El resto de los organismos vivos carentes de a-



parato fotoquimico, utilizan la energia almacenada foto-
sintéticamente en los compuestos mencionados, en el proce-
so redox inverso, la respiracién, donde el poder reductor
es quemado por el oxigeno y la energia liberada es trans-

ducida en energia de enlace, fundamentalmente ATP.

El ciclo fundamental de la bioenergética puede

resumirse en el siguiente esquema:

H,0 (Hy) + 1/2 0,

Respirac;gﬁ\\\\.______,af’//////

El agua se rompe en el proceso fotosintético, ge
~nerando poder reduetor y oxfgeno, que son recombinados en

la respiracién.

Estimaciones recientes indican que todo el oxige

no de la atmbésfera es reciclado a través de los seres vivos

en ciclos de 2 x 103 afios.



Aunque el carbono juega un papel esencial en
el mundo Vivo, recientemente el nitrégeno viene desper -
tando la méxima atencibn de los mis destacados cientifi-
cos en este campo. Es un elemento que forma parte funda-
mental de todos los componentes bioactivos de los seres

vivos, proteinas, dcidos nucleicos y coenzimas.

El nitrégeno molecular, reserva Gltima de este
elemento en la biosfera, entra a formar parte del mundo
vivo en un proceso biol6gico del que estdn dotados un des
tacado, aunque escaso, nimero de organismos, bacterias y
algas verdeazuladas (cianobacterias). Dicho proceso, ener
vgéticamente muy oneroso, proporciona amonio a partir del
nitrégeno presente en la atmésfera (Burns y Hardy, 1975;
Yates, 1976; Zumft, 1976). Sin embargo, para la generali
dad de los seres vivos, este nitrégeno asi fijado no\va,
como tal, a constituir una fuente significativa de este
elemento, salvo en el caso de algunas especies vegetales

como las leguminosas.

En la mayoria de los casos, este amonio,prove-

niente de la fijacién del nitr6geno molecular, es oxidado



a nitrato por las bacterias nitrificantes, constituyendo
esta forma de mixima oxidacién del nitrégeno, la fuente
primordial de este elemento para el resto de los seres Vi
vos,Aal ser asimilado por la generalidad de los vegetales,
proceso éste que implica su nueva reduccidén a amonio, an-

tes de ser incorporado en los esqueletos carbonados.

~Aunque una parte significativa del nitrato del
suelo es devuelto a la atmésfera como nitr6geno molecu -
lar (denitrificacién), el mencionado proceso de asimila-
cién del nitrato en vegetales constituye per se,un tema
del méximo interés econémico, agricola. y ecolégico, por
ser etapa obligada en el camino que sigue este elemento
hasta llegar a los animales superiores, asi como de par-
ticular significacién en fisiologia y bioquimica vegeta-

les.

El presente trabajo aborda la asimilacidén foto
sintética del nitrato a nivel celular y subcelular, que
lleva a cabo el alga verde unitelular Chlorella fusca y
con eépecial atencién se estudian los efectos regulado-
fes de los distintos tipos de luz visible, azul y roja

fundamentalmente, en la incorporacién de .este catidén por



células enteras.

En el proceso de asimilacifn del nitrato se
pueden distinguir tres etapas claramente diferenciadas:
entrada del i6n en la cé&lula, su reduccifn enzimitica
“hasta amoniaco y, por Gltimo, la incorporacién de dicho

amoniaco en esqueletos carbonados.
Entrada del nitrato en la célula

El estudio de este proceso, realizado princi -
palmente a nivel fisiolégico, con células enteras, ha
permitido elucidar algunos aspectos de la primera etapa

en la asimilaci6én de dicho ién.

Aparentemente, se trata de un proceso que re -
quiere energfa metab6lica (Heimer y Filner, 1971; Schloe .
mer y Garrett,1974a; Rao y Rains, 1976a;Eisele y Ullrich,
- 1975, 1977), sugiriéndose para este transporte activo de
nitrato al interior de la célula, la participacidén de un

sistema permedsico especifico.



En plantas el nitrato parece actuar como induc
tor de su sistema de transporte especifico (Heimer y Fil
ner, 1971; Schloemer y Garrett,1974a; Chantarotwong et
al., 1976; Rao y Rains, 1976a, 1976b). En general, y de-
bido al caridcter fotosinfetico de la asimilacidén, la luz
"actfia aumentando la velocidad de incorporacién (Beevers
y Hageman, 1969, 1972;Ullrich-Eberius, 1973; Hewitt et |
aZ.,1976; Rao y Rains, 1976a, 1976b) y recientemente se
ha encontrado en plantas superiores la existencia de un
ciclo diario de incorporacién de nitrato con un mdximo
en la mitad del fotoperiodo y un minimo en el periodo os
curo (Pearson y Steer, 1977). Algunos autores han pro -
puesto que la misma nitrato reductasa, el brimer enzima
de la ruta de asimilacién del nitrato, es , precisamente,
la proteina encargada de transportar el i6n al interior
de la célula (Butz y Jackson, 1977). Sin embargo, la ma-
yoria de los resultados experimentales obtenidos en este
campo indican que el transporte de nitrato es independien
te dé la actividad de dicho enzima (Heimer y Filner, 1971;

Rao y Rains, 1976a, 1976b; Schloemer y Garrett, 1974a).

Eisele y Ullrich (1977) han sugerido la exis -

tencia en Ankistrodesmus braunii de una permeasa especi-



fica para el nitrato, distinta de ia nitrato reductasa,
basidndose en la diferente sensibilidad al pH de los pro-
cesos de incorporacién del ién a la c€lula y su poste -
rior reduccién. Este hecho ha sido confirmado reciente -

mente en Chlorella fusca (Florencio, 1978).

El amoniaco detiene r4pidamente la incorpora -
. ¢€i6n del nitrato en algas verdeazuladas como Anabaena cy
lindrica (Ohmori et al., 1977}, Anacystis nidulans
(Flores et al., 1978a),y algas verdes como Chlorella vul
garis (Syrett y Morris, 1963; Pistorius et al., 1978)
o bhlam?domonas reinhardii (Thacker y Syrett, 1972). En
plantas superiores, mientras que cereales como la cebada
(Rao y Rains, 1976a) y el trigo (Minotti et al., 1969),
presentan una resPhesta similar , en otras como Lemna
minor (Orebamjo y Stewart,1975) o algunas rosdceas (Mo -
hanty y Fletcher, 1976), 1la incorporacién de nitrato pa-

rece ser independiente de la presencia de amonio.

La rdpida inhibicién que se observa en la in -
corporacién de nitrato motivada por la presencia de amo-
nio ha hecho sugerir que el sistema de transporte de ni-

trato es el afectado en primer término por el amonio



(Pistorius et al., 1976, 1978; Syrett y Leftley, 1976).
Reduccidn de nitrato a amonio

Este proceso enzimdtico de 6xido-reduccidn vie
ne siendo muy estudiado en los filtimos afios (Beevers y
Hageman, 1969; Hewitt, 1975; Losada y Guerrero, 1978; Ven
nesland y Guerrero, 1978) habiéndose visto que transcu -
rre en do§ pasos secuenciales. En primer lugar el nitra-
to se reduce a nitrito en una reaccidn que implica 1la
transferencia de dos electrones y estd catalizada por la
nitrato reductasa, y en segundo lugar el nitrito se redu
ce a amoniaco en una reaccién que implica la transferen-
cia de seis electrones y estd catalizada por la nitrito

reductasa (Losada, 1975/76).

El donador de electrones para el primer paso,
catalizado por la molibdoproteina nitrato reductasa, va-
ria segln el tipo de organismo. Asi, en algas verdes y
plantas suﬁeriores el enzima requiere NADH o NADPH, mien
tras que en cianobacterias (Manzano et al., 1976), y en
bacterias fotosintéticas (Chiba e Ishimoto,1973), o nd
fotosintéticas, el donador de electrones para la nitrato

reductasa es la ferredoxina, una sulfoferroproteina de
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potencial redox muy negativo.

La nitrato reductasa mejor estudiada es 1la de
hongos, algas verdes y plantas superiores. En todos los
casos se trata de un complejo enzimdtico de alto peso mo
lecular (160.000 a 600.000 daltons, segln su origen),con
dos partes funcionales que participan secuencialmente en
la transferencia de los electrones desde el NAD(P)H has-
ta el nitfato. La primera mitad, llamada diaforasa, cata
liza la reduccién de diferentes oxidantes distintos al
nitrato con NAD(P)H como reductor, y es dependiente de
FAD (Paneque y Losada, 1966; Paneque et al-, 1968; Apari
cio, 1971). La segunda mitad, conocida comd terminal,con
tiene molibdeno y cataliza la reduccidén del nitrato por
reductores del tipo de violégenos o flavinas (Losada et
al., 1969). El complejo enzimidtico contiene, ademds de
los grupos prostéticos citados FAD y Mo, un grupo hemo,
caracterizado como citocromo b557 (Solomonson et al.,

- 1975; Notton et al., 1977; Guerrero y Gutierrez, 1977;

Diez et al., 1977).

El enzima de organismos procariéticos estd pe-

or caracterizado. Tanto en bacterias aerdbicas, como en
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cianobacterias parece faltar la porcién diaforésica (Lo-
sada, 1975/76) dependiente de FAD. En cuanto a grupos
prostéticos, se ha descrito 1a_presencia de Mo en el en-
zima de Azotobacter chroococcum (Guerrero y Vega, 1975)

Y parece ser que el de Adnacystis nidulans carece de fla-

vinas (Candau, 1978}).

La reduccién del nitrito hasta amoniaco esti
catalizada por la ferroproteina nitrito reductasa (Losa-
da y Guerrero, 1978). En hongos y bacterias este enzima
es dependiente de piridin nucleétidos reducidos como do-
nadores de electrones (Vega et al., 1973; Rivas et al.,
1973; Lafferty y Garrett,1974; Vega, 1976), mientras
que la nitrito reductasa de cianobacterias, algas verdes

y plantas superiores utiliza ferredoxina reducida.

La nitrito reductasa de hongos y bacterias po-
see FAD y un grupo prostético de tipo porfirinico llama-
do sirohemo. En organismos fotosintéticos parece faltar
la flavina, habiéndose determinado, sin embargo, la pre-
sencia de un agrupamiento sulfoférrico (Aparicio et al.,
1975) que, al igual que el sirohemo, tiene funcionalidad

en el transporte de elctrones desde el donador hasta el
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nitrito (Vega y Kamin, 1977; Vega et al., 1978).

El sistema reductor del nitrato compuesto por
los enzimas nitrato y nitrito reductasas se localiza uni
do a particulas en cianobacterias mientras que en el res
to de los organismos que poseen la éapacidad de asimilar
nitrato, parece encontrarse en forma solublé o s6lo dé -

bilmente asociado a estructuras celulares.

La reduccién asimilatoria de nitrato a amonia-
co estd sometida a regulacidén por variaciones del nivel
enzimdtico de la nitrato y nitrito .reductasas, asi como

por cambios de actividad del primer enzima.

En Chlorellq la nitrato reductasa es un enzima
adaptativo, reprimible por amonio incluso en presencia

de nitrato (Vega et al., 1971).

En cuanto a la regulacién de la actividad de
este enzima, hoy se sabe que, tanto en algas verdes, co-
mo en cianobacterias, se halla sometido a un mecanismo
de regulacibn por interconversién entre una forma oxida-

da, activa y una forma reducida, inactiva (Losada, 1974,
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1875/76, Ortega et al., 1977; Losada y Guerrero, 1978).
La forma inactiva puede obtenerse <n vitro por incubacién
del enzima con NADH e Zn vivo por adicifén de amonio a un
cultivo de células creciendo en nitrato (Losada et al.,
1970; Herrera et al., 1972; Diez et al., 1977) habiéndo-
se propuesto que el efecto del amonio podria deberse a

su efecto desacoplante de la fosforilacibn fotosintética,-
que conduce a un incremento en los niveles celulares de
poder reductor, NAD(P)H, y ADP (Losada, 1974, 1975/76;

Losada y Guerrero, 1978; Chaparro et al., 1976).

El grupo de Vennesland, en Berlin, ha llegado
a conclusiones diferentes én ;uanté al mecanismo de in -
activacién reversible de la nitrato reductasa, proponien
do que el enzima inactivo es un complejo enzima reducido
-cianuro (Lorimer et al., 1974; Vennesland y Guerrero,

1978) .

La nitrato reductasa inactivada, bien <n vivo
por la adicién de amonio, bien <n vitro, por incubacidn
con NADH, puede ser reactivada Zn vitro por la accidn de

un efectivo agente oxidante como es el ferricianuro, lo
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cual refuerza la hipétesis de una regulacién enzimitica

dependiente del nivel redox celular.
Incorporacidn del amonio en aminodeidos

La dltima etapa en el proceso asimilatorio del
nitrato es la incorporacién del amonio en amino&dcidos,

como grupo d-amino.

Fowden (1967) propuso que la reaccidén princi -
pal para la incorporacién del amonio en el material celu
lar era la aminacién reductiva del @-cetoglutarato, cata
lizada por la glutamato deshidrogenasa. Posteriormente,
Miflin y Lea (1976, 1977) sefialaron el significado fisio
légico de otra ruta alefnativa, consistente en la incor-
poracién del amoniaco al glutamato para obtener glutamina,
en una reaccién catalizada por la glutamina sintetasa
(Haystead et al., 1973), y a continuacién, una transami-
nacién reductiva en la que participan el Gltimo compues-
to y el o-cetoglutarato para dar glutamato, reaccién ca-
talizada por el enzima L-glutamina:2—oxog1utarato amido-
transferasa, también conocida como glutamato sintasa o

GOGAT (Miflin vy Lea, 1976, 1977). Estos autores, basén-
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‘dose en diversos estudios, han propuesto que el sistema
GS/GOGAT, y no el de la GDH, es la ruta principal para
la incorporacién de amonio en bacterias-y organismos fo-

tosintéticos.

Los experimentos 11eVados a cabo con organis -
mos enteros, han aclarado muchos puntos acerca del fun -
cionamiento global de la ruta de asimilacidén del nitrato.
Basdndose en este tipo de eiperiencias, se ha podido es-
tudiar la influencia de diversos factores sobre la capa-
cidad de utilizacién del nitrato por algas y plantas su-
periores, como son la luz, el COZ’ el amoniaco, etc.
(Beevers y Hageman, 1972; Losada, 1974, 1976; Hewitt et
al., 1976; Syrett y Leftley, 1976).

El CO2 parece ser que es requerido para la uti
lizacién del nitrato (Warburg y Negelein, 1920) pero no
para la del nitrito (Kessler, 1955), interpretindose el
hecho en base al distinto origen de los donadores de e-
lectrones de los enzimas implicados, nitrato y nifrito
reductasas: el CO2 proporcionaria, no sélo esqueletos
carbonados para la incorporacién del amoniaco (lo cual

explicaria la mis efectiva asimilacién de nitrito en pre
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sencia de CO2 que en su ausencia), sino también, Y a par
tir de ellos, el NADH necesario para la reduccién del No;,
mientras que el nitrito se reduciria mediante la ferre -

doxina reducida por el aparato fotosintético.

Flores et al.(1978b) han presentado resultados
discrepantes con estas interpretaciones y han sugerido

un posible papel del CO en la utilizacién del nitrato,

22
" a través de su efecto estimulador de la velocidad del
flujo fotosintético. Stemler y Govindjee (1973) han ob -
servado un efecto activador del flujo de electrones foto
sintético, producido por el ién bica;bonato, hecho que

podria estar relacicnado con la estimulacidn de.la incor

poracidén del nitrato por el COZ‘

Eisele y Ullrich (1977) han encontrado en An-
kistrodesmus braunii que el CO, es necesario para la asi
milacién‘del nitrato, Gnicamente a pH 6, mientras que a
pH 8 el nitrato se incorpora tantoben presencia como en

.ausencia de CO,, si bién, en este Gtimo caso, todo el ni

2’
trato incorporado es reducido y eliminado como amonio al
medio, sugiriendo que algdn producto del metabolismo del

CO2 podria estabilizar el sistema de transporte de nitra
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to, sobre todo a pH bajos.

Anteriormente, ya se ha indicado la necesidad
de la luz en la asimilacidén del nitrato. Esta dependen -
cia parece ser debida a un efecto indirecto, a trévés de
la fijacién del CO,, ya que pueden obtenerse velocidades
de incorporacién similares en la oscuridad utilizando

glucosa como fuente de carbono.

Pero la luz, ademds de actuar como fuente de
energia para la maquinaria fotosintética, puede desempe-
flar una funcién como agente regulador de procesos fisio-

16gicos muy variados (Erianger, 1978).

Los sistemas fotorreceptores, capaces de desen
cadenar una respuesta por la regulacién de la actividad
biolégica de macromoléculas coﬁo enzimas, proteinas incor
poradas a membranas, etc., estdn muy extendidos en el mun

do vivo.

Uno de los sistemas mejor estudiados, ha sido

el sistema fotocrémico de plantas superiores, cuyo pig -
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mento fotorreceptor, el fitocromo, sensible a la luz ro-
ja, ha sido aislado y caracterizado parcialmente (Pratt
1978; Schopfer, 1977). Sistemas similareS se han descri-
to para hongos (Kumagai y Oda, 1973), cianobacterias
(Bjfrn y Bjbrn, 1977), algas (Van der Velde y Hemrika
Wagner, 1977), etc. .

. En cuanto a la 1luz azul, y dejando aparte res-
puestas atribuibles directamente a procesos fotosintéti-
cos y a las desencadenadas por el fitocromo, ejerce tam-
bién un papel modulador en muchos procesos fisioldgicos,
eﬁ los cuales, como pigmentos fotorreceptores, podrian
actuar flavinas y carotenos. Ultimamente, éin embargo,se
ha demostrado que la mayorfa de estos procesos regulados
por la luz azul, dependen de las flavinas como pigmentos

fotorreceptores.

En este sentido, Mufioz y Butler (1975) identi-
ficaron el espectro de accibn de la fotorreduccidén de un
citocromoe » en micelios de Neurospora, con e1>espectro
de absorcidén de una flavina.)Poff y Butler (1975) obtuvie

ron resultados similares en extractos crudos de Dyctios-—
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telium discoideum. Otros procesos descritos en los que pa
recen intervenir las flavinas como pigmento fotorreceptor,
han sidot: fotoinhibicién del ritmo circadiano de conidia-
ciGn en Neurospora (Sargent Y Briggs, 1967), fotoactiva-
kcién de la sintesis de caroteneides en Neurospora (Zalo-
kar, 1955), fototropismo de los coleéptilos de avena y

de los esporangiéforos de Phycomyces (Presti et al.,1977;

Presti y Delbruck, 1978), etc. .

En Chlorella, la luz azul incrementa la incor-
poracién de 14CO2 preferentemente en aspartato, glutama-
td, ﬁalato y fumarato, en un mecanismo dependiente de la
fotosintesis (Ogasawara y Miyachi, 1969, 1970). E1 hecho
de que sea el oxalacetato el precursor mids probable dé
estos compuestos, ha motivado que se proponga que el pa-

pel de la luz consista en aumentar el nivel de actividad

de la fosfoenolpiruvato carboxilasa.

Kowallick y Gaffron (1966) encontraron un in -
cremento en la actividad respiratoria de un mutante de
Chlorella carente de clorofila al ser iluminado con luz
azul, interpretindolo como una consecuencia del aumento

de nivel del oxalacetato. El espectro de accién de estos
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dos fenémenos indica que el fotorrecebtor responsable de
la accién de la luz azul probablemente sea una flavina
(Kamiya y Miyachi, 1974). Efectos semejantes a los des-
critos encontraron estos misﬁos autores por adicidn de

amonio.

Voskresenskaya (1972) describié la similitud
entre las respuestas producidas en el metabolismo del
carbono por la luz azul, con las producidas por el amo-
| nio, sugiriendo la posibilidad de que la luz azul promo
viese un aumento de la concentracién de amonio en la cé

lula.

El incremento en la actividad respiratoria pro
vocado por la luz azul se dd también utilizando sustra -
tos respiratorios exdégenos, como la glucosa (Ries y Gauss,

1977).

En cuanto al efecto especifico de la luz azul
sobre el metabolismo del nitrato, Aparicio et al. (1976)
han mostrado que la nitrato reductasa inactiva de C. fus
ca y de hojas de espinaca puede ser ridpidamente activada

por luz azul, pero né por luz roja, en un proceso en el
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que las flavinas desempefian un papel.fundamental CAbav‘

ricio et al., 1976; Rolddn et al., 1978).

En plantas superiores, Jones y Sheard (1977)
han descrito un efecto similar de la luz azul sobre el

nivel celular de actividad de la nitrato reductasa.

En el presente trabajo se describe un mecanig
mo regulador de la ruta de asimilacién del nitrato en cé
lulas de Chlorella fusca, en el que la luz azulrdesempe—
fia un papel activador que parece ser especifico para la

incorporacidén del nitrato.

Por otro lado, el hecho de que Gnicamente se
precisen pequefias intensidades de luz azul para incre-
mentar la asimilacidn de nitrato, permite sugerir que

este efecto podria ser relevante a nivel fisiolégico.

Previamenté se ha puesto a punto un procedi-
miento para la determinacién de 1la velocidad de incor-
poracién de nitrato, nitrito o amoniaco, que ha permi-
tido medir su desaparicidn dél medio de cultivo en que
se encuentran las células, en condiciones 6ptimas de

crecimiento.
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Asimismo se ha estudiado el efécto del_idn ni-
trito asi como del amonlaco y otros agentes desacoplan—
tes de la fotofosforilacién, en la incorporacién del ni-
trato por células creciendo en condiciones fototréficas.
‘Tanto el nitrito, como el amoniaco han resultado ser efi
caces agentes inhibidores de este proceso al igual que

los desacoplantes ensayados, arseniato y metilamina.



IT. MATERIALES Y METODOS
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IT.1. CULTIVO DE CELULAS

En este trabajo se ha utilizado el alga verde
unicelular Ckhlorella fusca Shihira et Krauss (C. pyrenoz
dosa Chick) 211-15, obtenida de la coleccidn Pringsheim

de GYtingen (Alemania).

Como medio de cultivo del alga se ha empleado,
con ligeras modificaciones, el descrito por Domanski-Ka-
den y Simonis (1972) que contenia los siguientes compues
tos a las concentraciones que se indican: KNOS, 8 mM;

NaNOS, 3 mM; CaClz, 0.1 mM; MgSO4 X 7H20, 1 mM; ZnSO4 X

7H20, 3.5 uM; KH,PO 3 mM; Na,HPO, x S5H

2°74> 274 2
Fe-EDTA, 34 uM y se afiadieron 8 ml/litro de una solucién

0, 1.25 . mM;

de oligoelementos que contenia HSBOS’ 150 mg; MnSO4 X

4H20, 100 mg; CuSO, x 5H,0, 4 mg; (NH4)M07O X 4H20,

4 2
.1 mg, disueltos en 500 ml de H

24

SO 0.02 N.

27742

P

Cuando se indica, al medio de cultivo se le afia

dis NH,C1, 1 mM.

Condiciones de cultivo. El medio de cultivo

descrito se utilizd sin esterilizar puesto que, al no
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contener fuente de carbono y emplearse como indculo una
gran masa celular, la contaminacién no era significati-

va, como se comprobd por examen microscépico.

Las células se crecieron en tubos cilindricos
de 4 cm @ y 40 cm de longitud, con iluminacién continua
suministrada por tubos fluorescentes de luz blanca (5000
lux), en una cdmara climatizada a la temperatura de 28°C
burbujeandose a través del medio una corriente de gas
compuesta por una mezcla de aire, impulsado por una bom-
ba de membrana de la firma SIROCCO,y anhidrido carbéni-

co en la proporcidn 95:5 (v/v).

Para la preparacién de los inbculos se partid
de células mantenidas en agar o bien de las procedentes
de anteriores cultivos en medio liquido.

I1.2. ENZIMAS

I1.2.1. Preparacidn del extracto celular

Las células se recogieron en fase exponencial

de crecimiento, sedimentdndose por centrifugacidén a 5000
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x g durante 5 minutos, resuspendiéndolas en agua destila
da y sometiéndolas a una nueva centrifugacién a 5000 x g
durante 5-10 minutos para eliminar los residuos del medio

de cultivo.

Una vez recogidas, las cé&lulas se rompieron en
un mortero con alGmina, en la proporcién de 3 g de allmi
na por cada gramo de células. El material roto se extra-
jo con taﬁpén fosfato 50 mM, pH 7.5, y el material resul
tante se centrifugbé a 27.000 x g durante 15 minutos. El
sobrenadante constituyd el extracto crudo para'la deter
minacién de la actividad enzimitica. Todas estas opera -

ciones se realizaron a la temperatura de 0°-4°C.
I1.2.2. Ensayo de la actividad nitrato reductasa

El ensayo standard de la actividad nitrato re-
ductasa se realiz6 en tubos abiertos, utilizidndose NADH
como donador de electrones. La mezcla de reaccién se in-
cubé a 30°C durante 5 minutos y contenfa, en volumen fi-
nal de 1 ml: tamp6én Tris-ClH, pH 7.5, 100 umoles; KNOS,
.10 ymoles; NADH, 0.3 umoles, y una cantidad adecuada de

extracto celular. La reaccidén se detuvo por acidificacidn
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de la mezcla y se determin6é el nitrito aparecido segln

se describe posteriormente.
I1.2.3. Ensayo de la actividad nitrito reductasa'

La actividad metil-violégeno nitrito reductasa
se determiné siguiendo las condiciones descritas para el
ensayo standard de la nitrito reductasa de hojas de espi
naca (Ramirez et al., 1966; Losada y Paneque, 1971). La
mezcla de reaccién contenia, en un volumen final de 2 ml
ademds de la cantidad necesaria de enzima, 150 umoles de
tamp6n fosfato potdsico pH 7.5, 4 umoles de NaNOZ, 1.5

umoles de MV y 5 mg de NazS O, en 0.2 ml1 de NaHCO, 0.29M.

274 3

IT.3. INCORPORACION DE NITRATO, NITRITO Y AMONIO

La incorpbracidn de cada uno de los tres iones
se determin6é estimando la desaparicién de los mismos pre
viamente afiadidos a una suspensién de células en medio de
cultivo carente de fuente de nitrdgeno, segln se describe

a continuacién.
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I1.3.1. Preparacidn de células para el ensayo de incor-

poracidén de nitrato, nitrito o amonio

Células creciendo en fase expohenciél se reco-
gieron por filtracién en filtros circulares MILLIPORE,
de acetato de celulosa, de 10 cm de @ y con poros de 45
ymetros de @. Dicha filtracidén se aceler6 con uha bomba
de vacio marca Mc LEOD o con una trompa de agua BRAND.A
continuacidén se lavaron con HZO destilada y se resuspen-
dieron en medio sin fuente de nitr6geno, a la concentra-

cibén celular indicada en cada caso.

50 ml1 de la suspensién celular asi obtenida se
transferian a una cubeta de plédstico transparente, de di
mensiones 10x4.5x1.5 cm, donde se realizaron los ensayos.
Dicha cubeta se colocaba en un recipiente también trans-
parente por donde se hacfa circular una corriente de HZO
a temperatura constante, 28°C, proporcionada por un bafio

termostatizado de la marca HETOFRIG (véase esquema 1).

Antes de afiadir la fuente de nitr6geno (nitra-

to, nitrito o amonio) la suspensidén de células se mante-
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ESQUEMA 1

aire + CO, 2% —>

t-28°C
— j| W
bafo
termostatizado

lampara lampara
tungsteno Hg-Xe

Lo.

n 8 ] ¢

B

Vistas frontal (A) y lateral (B) del sistema emplea-
do para la medida de la incorporacidén de nitrato, nitrito
0 amoniaco.
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nia 30 minutos en agitacién (mediante gaseo de aire enri
quecido en €0, al 2%, cuya mezcla se obtuvo con un medi-
dor de flujo gaseoso MANOSTAT e iluminada con iuz blan-
ca. El inicio de cada ensayo coincidié con la adicién de
el(os) i6n(es) a medir. La concentracidén inicial de 1los

mismos (nitrato, nitrito o amonio) varié entre 1 y 2 mM.

Excepto cuando se indique lo contrario, las cé
lulas se mantuvieron en agitacidén como se ha descrito an

teriormente durante el desarrollo del experimento, en

las condiciones de iluminacién que se especifican.

CII.3.2. Obtepcidn de medio de cultive libre de células

para la determinacidn de nitrato, nitrito y amonio

A los tiempos indicados,se tomaban alicuotas
de 2 ml de las que se eliminaban las células por filtra-
cién a vacio a través de filtros SCHLEICHER-SCHULL N°

5893, soportados sobre placas filtrantes de vidrio.
I1.4. ILUMINACION

Dependiendo de la intensidad luminica empleada
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se utilizaron una o dos fuentes de iluminacidén colocadas
a ambos lados de la cubeta de ensayo segfin se muestra en
el esquema 1. Estas dos fuentes consistfan en una ldmpara
de tungsteno marca SYLVANIA F.C.S. de 200 watios y 24 vol
tios, y una lampara de arco de Hg-Xe, de 200 watios, pro-
vista de una fuente de alimentacién marca ORIEL CORPORA-

TION.

Las distintas cualidades de luz se obtuvieron
empleando filtros de interferencia déuiaﬁﬁéfca BALZERS o
BAIRD-ATOMIC, cuyos espectros se muestran en el esquema
2.
IT1.5. TECNICAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICOS

I1.5.1. Centrifugaciones

Para la obtencidén de extractos celulares se em

plearon centrifugas refrigeradas SORVALL, modelo RC-2B.

Para las centrifugaciones a baja velocidad se

emplearon centrifugas de la marca SELECTA.



ESQUEMA 2

CARACTERISTICAS ESPECTRALES DE LOS FILTROS EMPLEADOS

‘azul

rojo
100, ) |
’\_/-\/‘\
T (%)
300 400 00 600 700 800
Filtros BALZERS A (om)
1004
423 457 666 720
} { { K
T (%)
400 450 560 550 600 550 700 750
A (hm)

Filtros BAIRD ATOMIC

32
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I1.5.2. Determinaciones espectrofotométricas

Para las determinaciones colorimétricas se uti
1126 un espectrofotémetro BAUSCHELOMB Spectronic modelo
100. Las medidas de absorbancia.en la regidn ultraviole-
ta del espectro se realizaron en espectrofotémetros PYE

UNICAM S.P.1800.
II.5.3. Determinacién de nitrato

El nitrato fué determinado por su absorbancia
a 204 nm en medio 4cido (Cawse, 1967)._A una muestra de
una disolucién en la que se queria determinar el nitrato
se le afiadi6é 4cido sulfimico hasta una concentracién del
0.4% para eliminar posibles trazas de nitrito. Tras unos
minutos se afiadié 4cido perclérico a una concentracién
final de 1.35%,leyéndose a continuacién la absorbancia

debida al i6én nitrato a 204 nm.
I11.5.4., Determinacidn de nitrito

El nitrito se determiné colorimetricamente a

540 nm por la reaccifn de diazotacidén de Griess-Ilosway,
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segln el procedimiento descrito por Snell y Snell (1949).
A 1 ml de muestra se le afiadfa 1 ml de una disolucién 58

mM de sulfanilamida en C1H 2.4 Ny 1 ml de una disolucién
0.69 mM de NNEDA. Trds 15 minutos de incubacidn a tempergg

tura constante, se media la absorbancia a 540 nm.

I1.5.5. Determinacidn de amoniaco

El amoniaco se determindé midiendo a 640 nm el
color azul del indofenol obtenido por la reaccidén, a al-
to pH, del amoniaco con el fenol y el hipoclorito (Solor

zano, 1969).
I1.5.6. Determinacidén de clorofila

La concentracidén de clorofila en las suspensio
nes de células se determindé por su absorbancia a 652 nm
tras su extraccién con acetona al 80%, de la suspensién
de células, segln el método descrito por Arnon (1949),

utilizédndose un E

Tmg/ml _
fom = 34.5
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I1.5.7, Determinacidén del desprendimiento de oxtgeno

Se llevé a cabo polarograficamente en el elec-
trodo de oxigeno. La suspensién de células se colocaba
en la cidmara de un electrodo de oxigeno del tipo Clark
(RANK BROSS.), termostatizado a 28°C y se iluminaba con
las mismas fuentes que las utilizadas para los ensayos
de incorporacién de nitrato, nitrito o amonio. Los 3 ml
de suspensidén contenfan células de Chlorella en medio de
cultivo completo con nitrato, utilizidndose bicarbonato

s6dico como fuente de carbono.
I1.5.8. Estimacidn de la velocidad de fotosintesis

Para la medida de la actividad fotosintética
con CO2 Y nitrato como aceptores de electrones,se deter-
miné primero a la oscuridad la absorcién de oxigeno debi
da a respiracién, iluminando después y estimando asi el
desprendimiento de este gas. La velocidad neta de foto -
sintesis se calculd mediante la suma algebraica de la ve
locidad de desprendimiento de oxigeno en la luz, y de 1la

- velocidad de absorcién de oxigeno en la oscuridad.
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I1.5.9. Determinacidn de protetina

Para la determinacidén de proteina se empled el
método de Lowry et ql. (1931) y también una modificacién
de éste realizada por Bailey (1967) usdndose en ambos ca

sos seroalbtimina como protefina patrén.
I1.5.10. Medidas del pH

Las medidas de pH se efectuaron en pHmetros ME

TROHM HERISAU modelo E-512 con escala expandida.

IT.6. REACTIVOS
Los piridin nucledétidos, el Tris y el EDTA se

adquirieron a SIGMA, St. Louis, EE.UU. . El cloruro amd-
nico, el nitrato potdsico, el nitrito potédsico, la gluco
sa, el arseniato, y el clorhidrato de metilamina se obtu
vieron de MERCK, Darmstadt, Alemania. El1 metil viol6geno,
el DCMU y la seroalbdmina bovina procedfan de SERVA, Ale
mania. Para la rotura de células se empled alGmina de gra

do bacteriolégico de ALCOA, Arkansaé, EE.UU. . E1l resto
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de los productos empleados se adquirieron a las firmas
RIEDEL (Alemania), BDH (Inglaterra), MALLINCRODT (EE.UU.),
CARLO ERBA (Italia) y PANREAC (Espafia), siendo todos ellos

de grado analitico.

El anhidrido carbdnico utilizado en el cultivo
de células fué de alta pureza y suministrado por la SEO.
Para la obtencién de aire pobre en anhfdrido carbdnico
se hizo pasar el aire por un frasco que contenia una so-

lucidén saturada de KOH.
IT.7. OTROS APARATOS

El agua destilada se obtuvo con un destilador

marca DRA.



III. RESULTADOS
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II11.7. ASIMILACION DEL NITRATO POR CELULAS DE Chlorella
fusca. EFECTO DEL NITRITO, AMONIACO Y OTROS DESA-
COPLANTES

III.1.1. Cinética de la incorporacidén del nitrato en luz

blanca

La utilizacién de la técnica ya descrita en Ma
teriales y Métodos de medir la incorporacidn del nitrato
por células enteras en condiciones similares a las &6pti-
mas de crecimiento, determindndose su desaparicidén del
medio de cultivo, ha permitidovdisponer de un método muy

efectivo para seguir esta actividad fisiol6gica.

La fig. 1 muestra la incorporacién de nitrato
a lo largo del tiempo por células bajo condiciones simi-
lares a las de crecimiento: mismo medio de cultivo, 28°C

Y una mezcla de aire y'CO2 al 2%.

Las velocidades de incorporacién de nitrato os
cilaban entre 10 y 20 umoles/mg de clorofila x hora. En
experimentos aislados se llegaron a alcanzar velocidades

superiores a los 30 umoles/mg de clorofila x hora.



INCORPORACION DE NITRATO (umoles/mg de clorofila)
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Fig. 1. Cinética de la incorporacidn del nitrato en luz
blanca por células de Chlorella fusca. Células crecidas
en nitrato se recogieron por filtracidn y se resuspen -
dieron en medio sin fuente de nitrégeno a una concentra
cién de clorofila de 30 pg/ml, preincubdndose a la luz,
a 28°C, gaseando con aire + 2% CO,, durante 30 min. Al
tiempo cero se afiadié KNO., 2 mM. ﬁonde se indica, se a-
pagé la luz durante 30 mié. Otras condiciones experimen
tales como se describe en Materiales y Métodos. Intensi
dad de 1luz blanca, 300 W/m
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En la oscuridad cesa la incorporacién de nitra
to, restaurdndose su velocidad sin fase de retraso cuando

se vuelve a iluminar el cultivo.

IIT.1.2. Efecto inhibidor del nitrito em la incorporacidn

de nitrato

El nitrito, que es el producto mds inmediato de
la reduccidén del nitrato, puede ser incorporado activamen

te por células enteras de C.fusca (véase fig. 2).

Sin embargo, como se observa en la fig. 2, la
adicién de KNO, 2 mM provoc6 una inhibicidén de la incor-
poracidén de nitrato, inhibicién que duré hasta que todo
el nitrito desaparecié del medio tras ser metabolizado

por las células.

La detencién de la asimilacién del nitrato fue
casi total. Sin embargo, las células reasumen temporal -
mente cierto consumo de nitrato coincidiendo con el perio
do en que el nitrito se asimila con mis lentitud. Este

G1ltimo hecho se discutiri en detalle en la seccién I1T.2.1.



INCORPORACION DE NITRATO Y NITRITO (umoles/mg de clorofila)
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Fig. 2. Efecto del i6n nitrito en la incorporacidén del ni
trato por células de Chlorella fusca. Condiciones experi-
mentales similares a las de la fig. 1. Donde se indica,
se afiadid KNO, 2 mM y se determind su incorporacidn segin
se describe eft Materiales y Métodos.

(0=——0) incorporacién de nitrato; (e—@) incorpo
racién de nitrito.
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I11I1.1.3. Efecto inhibidor del amonio .en la incorporacidn

del nitrato

El amoniaco, producto final de la reduccidn a-
similatoria del nitrato, provoca una todavia mids brusca
inhibicién en la incorporacidén de nitrato por cé&lulas

que lo estdn asimilando en luz blanca.

Como se observa en la fig. 3 1la adicién de pe
quefias cantidades de NH,Cl trajo consigo la inmediata de
tencién de la incorporacidén de nitrato y esta detencidn
permanecié hasta que todo el amoniaco habia sido’Consumi
do por las células. Una vez desaparecido el amonio, la
velocidad de incorporacidén de nitrato se restablece.

\
I11.1.4. Inhibicidn de la incorporacidn de nitrato por

la metilamina
El efecto inactivante que el amonio ejerce so-
bre la nitrato reductasa se ha interpretado teniendo en

cuenta su efecto desacoplante de la fotofosforilacidn.

La metilamina, compuesto posiblemente no meta-
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Fig. 3. Efecto del i6n amonio en la incorporacidén del ni-
trato por células de Chlorella fusca. Condiciones experi-
mentales similares a las de la fig. 1. Donde se indica,
se afiadié NH,C1 0.25 mM, determindndose su incorporacidn
seglin se describe en Materiales y Métodos. :

(®—®) incorporacidén de nitrato; (O-—O) incorpo
racidén de amonio. '
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bdlizable por las células y altamente efectivo como des-
acoplante, también provoca la inactivacidén de la nitrato
reductasa (Chaparro et al., 1976; Diez et al., 1977). En
la fig. 4, se observa que también inhibe de forma casi

completa la incorporacién de nitrato.

II1.1.5. Efecto inhibidor del arseniato sobre la incor-

poracidén de nitrato

El arseniato, que inhibe la formacidén de ATP,
posiblemehte al reemplazar al fosfato, también inhibe 1la
asimilacién del nitrato, como se observa en la figura 5.
Sin embargo, la concentracién de arseniato necesaria pa-
ra causar una inhibicién del 75%.en la asimilacidn del
nitrato, debia aumentarse hasta valores de 15 mM. Una con

centracién de 3 mM carecia practicamente de efecto (Fig.5).
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Fig. 4. Efecto de la metilamina en la incorporacidn del
nitrato por células de Chlorella fusca. Condiciones expe
rimentales similares a las de la fig. 1. Donde se indica

se afiadiéd CH3NH3C1 1 mM.
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Fig. 5. Efecto de distintas concentraciones de arseniato
en la incorporacidén del nitrato por células de Chlorella

éusca. Condiciones experimentales similares a las de la

ig. 1. Donde se indica, se afiadid Na,HAsO, 3 mM, 15 mM
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III.2. ASIMILACION DEL NITRITO = POR CELULAS DE CkZlorella
fusca. EFECTO DEL NITRATO Y EL AMONIO

III1.2.1. Cinética de la incorporacidn del nitrito en luz

blanca

La cinética de inCorporacién de nitrito no pa-
rece tan simple como la de nitrato. Las células incorpo-
ran nitrito activamente durante la primera fase de 20 a
40 minutos, transcurridos los cuales la velocidad se ha-
ce menor durante 15-30 minutos y,a continuacidén, vuelve
a aumentar haciéndose ya su incorporacién proporcional
al tiempo,hasta que es agotado por las células del culti
vo. Con mayor o menor variabilidad en cuanto a la dura -
cién de las dos primeras fases, la cinética de incorpora
cibén descrita se ha repetido en pridcticamente la totali-

dad de los experimentos realizados (Fig. 6).

IIT1.2.2. Incorporacidn del nitrito en presencia de nitra

to

La incorporacién de nitrito,en su primera fase,

no se afecta por la presencia del i6n nitrato, aunque es
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Fig. 6. Cinética de la incorporacidén de nitrito en luz
blanca por c¢élulas de Chlorella fusca. Cé€lulas crecidas
en nitrato se recogieron, lavaron y resuspendieron en
medio sin fuente de nitrégeno (clorofila, 30 ug/ml),
preincubdndose en luz blanca durante 30 minutos. Al tiem
po cero se afiladié KNO, 2 mM. La incorporacién de nitrito

se midié como se descfibe en Materiales y Métodos.
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te iltimo se encuentre en concentracidén 30 veces superior

a la del nitrito (Tabla I).

I11.2.3. Inkibicidn por amonio de la incorporacidn del

nitrito

El amonio, al igual que sucedia en la incorpo-
racidén del nitrato, inhibe eficazmente la incorporaéién
de nitrito por células que lo estén asimilando activamen
te (fig. 7), siempre que su adicibn se efectiie en la ter
cera fase de la cinética de asimilacidn del nitrito. Sin
embargo, cuando amonio y nitrito se afiadieron simultidnea
mente, la detencidén de la incorporacién de nitrito sufrié
un retraso de unos 30 minutos (fig. 8B). Este retraso des
aparecia cuando el amonio se afiadia 30 minutos antes de

que se adicionara el nitrito (fig. 8C).
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TABLA I

EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ION NITRATO SOBRE
LA VELOCIDAD INICIAL DE INCORPORACION DEL NITRITO
POR CELULAS DE Chlorella fusca.

Velocidad incorporacién NOE

Fuente de nitrdgeno
(umoles/mg de clorof. x h.)

KNO, 0.5 mM 24
KNO, 0.5 mM + KNO; 0.5 mM 21
KNO, 0.5 mM + KNO, 2.0 mM 21
KNO, 0.5 mM + KNO; 15.0 mM | 20

Células crecidas en nitrato se recogieron por filtra-
cidén y se resuspendieron en 200 ml de medio de cultivo com
pleto. Clorofila, 38 ug/ml. Se tomaron alfcuotas de 50 ml
y las células se recogieron por filtracién y se resuspen -
dieron en igual volumen de medio sin fuente de nitrégeno,
preincubdndose a la luz durante 30 minutos antes de afiadir
se las fuentes de nitrégeno que se indican. La incorpora -
cién de nitrito se siguid durante 30 minutos.
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Fig. 7. Efecto del tdn amonio en la incorporactidn del ng
trito por células de Chlorella fusca. Condiciones experi
mentales como en la fig. 6 excepto que, donde se indica,

se afiadié NH,C1 1 mM.
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Fig. 8. Efecto de la preincubacidén con amonio en la incor-
poracidén del nitrito por células de Chlorella fusca. CElu-
las crecidas en nitrato se recogieron por filtracidn y re-
suspendieron en medio sin fuente de nitrdgeno (A, B) o en
el mismo medio suplementado con NH4Cl 2 mM. (clorofila,

32 ug/ml). Se iluminaron con luz blanca durante 30 minutos
antes de afiadir KNO, 2 mM (A, By C) y NH4Cl 2 mM (B).
Otras condiciones experimentales como se describe en Mate-
riales y Métodos.
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ITII.3. NIVELES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA NITRATO Y
NITRITO REDUCTASA DE CELULAS DE Chlorella fusca.
EFECTO DEL AMONIO Y LA METILAMINA

III1.3.1. Efecto del amoniaco en el nivel celular de acti

vidades nitrato y nitrito reductasas

Bajas concentraciones de amoniaco (1 mM), capa
ces de afectar drdsticamente la incorporacién del nitra-
to y del nitrito, como se ha visto anteriormente, care -
cen de efecto inhibidor en la actividad nitrato reducta-
sa y también en la nitrito reductasa, ensayadas ésta; en
los extractos libres de células (Tabla II). Previo a la
rotura, las células se incubaron con amonio durante una

hora. Transcurrido este tiempo se comprob6é6 que alin queda

ba amonio en el medio de cultivo.

I11.3.2. Efecto de la metilamina en el nivel celular de

acetividad nitrato reductasa

Al igual que en el caso anterior, una pequefia
cantidad de metilamina, suficiente para anular casi por

completo la incorporacién de nitrato, no caus6é una pérdi
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TABLA II

EFECTO DEL ION AMONIO SOBRE EL NIVEL CELULAR DE ACTIVIDAD
ENZIMATICA NITRATO REDUCTASA Y NITRITO REDUCTASA EN CELU-
LAS DE Chlorella fusca.

Fuente de Actividad NO%Rasa Actividad NOERasa
nitrdégeno (mU/mg) (mU/mg)
KNO3 2 mM 108 125
KNO3 2 mM
+ NH,C1 1 mM 86 121

Células crecidas en nitrato se recogieron, lavaron y
resuspendieron en medio que contenia KNOz 2 mM como fuen-
te de nitrégeno. Clorofila, 70 ug/ml. A una alicuota se
le afiadié NH4Cl 1 mM. A los 60 minutos se recogieron las
células, se rompieron y en los extractos se determiné la
actividad enzimitica nitrato reductasa y nitrito reducta
sa. Otras condiciones experimentales se describen en Mate
riales y Métodos.
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da significativa en la actividad nitrato reductasa, medi
da también en extractos libres de células (Tabla III).
Igual que en el caso anterior, las células se incubaron
con metilamina, durante una hora, antes de proceder a la

preparacidén de los extractos.



TABLA III

EFECTO DE LA METILAMINA SOBRE EL NIVEL CELULAR DE ACTIVIDAD
ENZIMATICA NITRATO REDUCTASA EN CELULAS DE Chlorella fusca.

Fuente de Actividad NOzRasa Velocidad incorp. NOg
nitrdégeno (mU/mg) (umol./mg clorof. x h)
KNO3 2 mM 91 18
KNO3 2 mM

+ CH3NH3C1 1 mM 87 1

Condiciones experimentales como en la tabla II excep-
to que se utilizdé CH NH,Cl1 1 mM en lugar de amonio y ade -
mids se midid la incofpotacidn de nitrato como se descrlbe
en Materiales y Métodos.



59

ITI.4. PAPEL MODULADOR DE LA LUZ AZUL EN LA ASIMILACION
DEL NITRATO EN Chlorella fusca

IIT.4.1. Incorporacidén del nitrato por células <luminadas

con distintas cualidades de luz

La iluminacién con distintos tipos de luz acti
nica produjo variaciones notables en la velocidad de in-
corporacién del nitrato por células que crecen con Co,
como fuente de carbono. Como se observa en la figura 9,
las luces azul y roja fueron incapaces de mantener 1los
consumos de nitrato observados cuando se utilizaba luz
blanca como luz actinica. La intensidad de los tres ti -

2 .
, Siendo,

pos de luz mencionados fué ajustada a 200 W/m
por el contrario, la velocidad de incorporacién del ni -
trato, bajo luz azul,un 55% de l1la observada en luz blan-
ca y siendo la roja incapaz de mostrar valores superio -

res al 30% de los obtenidos con luz blanca.

Por otro lado, el desprendimiento de oxigeno,
medido en condiciones similares, (No; y CO2 presentes),
también se vefa afectado por las cualidades de luz, si

bien, a intensidades de 200 W/mz, Ginicamente la luz roja
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Fig. 9. Efecto de las luces bZanca, azul Y roja de igual
in enszdad en la c¢inética de zncorporaczon del nitrato
por celulas de Chlorella fusca. De un mismo cultivo de cé
lulas se recogieron por filtracién alicuotas que se re -
suspendieron en medio sin fuente de nitrégeno y se prein
cubaron 30 minutos en luz blanca. Al tiempo cero se les
afiadié KNO, 2 mM y se mantuvieron en la oscuridad o se
iluminaron~con la luz que se indica. Intensidad luminosa
200 W/m?
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era menos efectiva, proporcionando valores de desprendi-
miento de oxfgeno que alcanzaban el 75% de los obtenidos
en luz blanca. Cuando las intensidades luminosas supera-
ban los 200 W/mz, la velocidad de incorporacién de nitra
to se hizo independiente del tipo de iluminacién (Tabla

1v).

I11.4.2. Efecto de distintas intensidades de luz azul
roja sobre la velocidad de incorporacidén del ni

trato

En ia figura 10, puede apreciarse que la luz
azul es mids efectiva que la roja en la incorporacién del
nitrato, cuando las intensidades no superan los 300 W/m%
A intensidades superiores a este valor, los dos tipos de

luz eran igualmente efectivos.

Asimismo, la figura 10 muestra que el proceso
de la intorporacién del nitrato alcanzé 1la saturacién con
mehores intensidades de luz azul que de roja. Si bien, se
debe hacer notar que, atin en condiciones de iluminacién
saturante para las dos luces empleadas, no se consiguie-

ron alcanzar los valores de velocidad de incorporacidén de
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TABLA IV

~

EFECTO DE LA CUALIDAD E INTENSIDAD DE LA LUZ EN LA VELO-

CIDAD DE DESPRENDIMIENTO DE OXIGENO POR CELULAS

DE Chlorella fusca.

Intensidad lumin. Velocidad desprend.O2
Iluminacidn - 2
(W/m*%) (umoles/mg clorofila x h.)
BLANCA 300 201
AZUL 200 198
150 169
50 122
ROJA 300 190
200 140
66 79

Las medidas de velocidad de desprendimiento. de oxige-
no se llevaron a cabo por el método polarogrifico tal como
se describe en Materiales y Métodos. La cdmara de reaccién
del electrodo contenia 3 ml de una suspensién de células
(clorofila, 30 ug/ml), en medio con nitrato 15 mM, previa-
mente gaseada con nitrégeno, en la oscuridad, durante 30

minutos.

Antes de iluminar se afiadié 1.32 mM de NaHCO..

3
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Fig. 10. Efecto de distintas intensidades de luz azul y
roja en la veloeidad de incorporacidén del nitrato por cé
lulas de Chlorella fusca. Los puntos representan distin-
tos experimentos en los que se determindé la incorporacidn
del nitrato _iluminando las cé&lulas con luz blanca saturan
te (300 W/m2) y a continuacién, seglin los casos, con luz
azul (@—®) o roja (0—0) a las intensidades que se in-
dican.

Los valores de concentracién de clorofila variaron
entre 30 y 40 ug/ml.

Cada punto es la media de, al menos, cinco experimen -

tos.
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nitrato obtenidos con luz blanca.

II1.4.3. Incorporacidn de nitrato por células sometidas
a pertodos de iluminacidén sucesivos de luz azul,

roja y blanca

La figura 11 muestra la incorporacién de nitra
to por cé&lulas iluminadas con luces azul, roja y blanca,
de 200 W/m2 de intensidad y se puede apreciar que la res
puesta a los cambios de luz fué practicamente inmediata
e independiente del orden en que se procediera a iluminar

con los distintos tipos de luz.

Resultados similares se obtuvieron cuando las
células se iluminaron en condiciones saturantes de ilumi
nacién, 300, 290 y 200 W/mz, para las tres cualidades de

luz empleadas, blanca, azul y roja,respectivamente (fig.

12).

ITI.4.4. Accidn conjunta de la luz azul y roja sobre La

velocidad de incorporacidn del nitrato
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Fig. 11. Incorporacidén del nitrato por células de Chlore-
lla fusca sometidas a periodos de Zluminacidén sucesivos
de luz azul, roja y blanca de igual intensidad.- Células
recogidas por filtracidn se lavaron y resuspendieron en
medio sin fuente de nitrdgeno, preincubidndose en luz blan
ca durante 30 minutos. Concentracidén de clorofila, 34
ug/ml. Bajo estas condicones de iluminacidn, a tiempo ce
ro se afiadid KNO, 2 mM y, transcurridos 30 minutos, se
mididé su incorpotfacidén bajo los tipos de luz indicados.
Las flechas indican los distintos periodos de iluminacidn,
coincidiendo el fin de uno con el inicio del siguiente.
La integsidad luminosa para los tres tipos de luz fué de
220 W/m*.
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Fig. 12. Incorporacidén del nitrato por células de Chlo- -

rella fuseca iluminadas con periodos sucesivos de luz
azul, roja y blanca a intensidad saturante. Condiciones
experimentales como en la figura anterior excepto que
las intensidades luminosas fueron 300, 290 y 200 W/m2
~para las luces blanca, azul y roja respectivamente.
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El disponer de dos fuentes de iluminacién, nos
permitié medir 1la incorporacién de nitrato cuando las cé
lulas se sometian a periodos de iluminacién con luz azul
Yy roja actuando simultineamente. En este caso, la veloci
- dad de desaparicién de nitrato del medio, alcanzé valo -
res comparables a los medidos cuando la iluminacién se e
fectuaba con luz blanca (tabla V). Cuando se iluminaron
1a$ células con luz roja de mayor intensidad (400 W/mz),
equivalente a la que se proporcionaba con la actuacién
conjunta‘de la roja y la azul, no se aprecid ningfin in -

cremento en la velocidad de incorporacidén del nitrato.

III.4.5. Incorporacidn de nitrito y amonio por células

Zluminadas con distintas cualidades de luz

En las mismas condiciones que en la figura 9,
las células de Chlorella fusca incorporaban el nitrito
independientemente del tipo de luz empleado (tabla VI).
Cuando la fuente de nitrdégeno fue amonio, la desaparicién
del mismo del medio se afectd s6lo ligeramente por la

cualidad de luz utilizada (tabla VI).
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TABLA V

EFECTO DE LA ACCION CONJUNTA DE LAS LUCES AZUL Y ROJA
SOBRE LA VELOCIDAD DE INCORPORACION DEL NITRATO
POR CELULAS DE Chlorella fusca.

Intensidad luminosa Velocidad incorp NO3
Iluminacidén 2
W/m") (umol./mg clorof x h)
ROJA 300 17
/ 400 17
ROJA + AZUL 210 + 150 27
BLANCA ' 400 32

Condiciones experimentales como en la figura 11 salvo
los tipos de luz y su intensidad.
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TABLA VI

EFECTO DE LA LUZ BLANCA, AZUL Y ROJA SOBRE LAS VELOCIDADES
DE INCORPORACION DE NITRITO Y DE AMONIO POR CELULAS DE

Chlorella fusca

Velocidad incorp. NOE Velocidad incorp. NHZ
Iluminacidn v

(umol./mg clorof x h) (1mol./mg clorof. x h)
BLANCA 20 23
AZUL 19 19
ROJA : 19 17

Condiciones experimentales similares a las de la fig.
9, excepto que las fuentes de nitrdgeno fueron KNO, 2 mM 6
NH4C1 2 mM en lugar de KN03.



- 70

I111.4.6. Efecto del DCMU y su reversidn por glucosa, so-
bre la tncorporacidn del nitrato dependiente de

la luz

La adicién de DCMU 20 uM a'una suspensidn de
células creciendo en nitrato como Gnica fuente de nitré-
geno, produjo un 70% de inhibicién en la velocidad de in
corporacidén de dicho ién, en luz blanca (fig. 13). Esta
inhibicién se revertié por la adicidén de glucosa 30 mM,
alcanzdndose velocidades similares a las que se obtenfan
antes del tratamiento con el inhibidor, si bien, se apre

ciaba una fase de latencia de corta duracién.

I11.4.7. Incorporacidn de nitrato, dependiente de gluco-
sa, en presencia de DCMU. Efecto de las luces

blanca, azul y roja de alta intensidad

Cuando la incorporacidén de nitrato se midié en
una suspensién celular, en presencia de DCMU, que utili-
zaba glucosa como fuente de carbono, el efecto de los dis
tintos tipos de iluminacién fué muy diferente al observa
- do cuando las células fijaban el CO, en la luz. En estas

2
condiciones, la luz azul fué un eficaz agente estimulador
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Fig. 13. Efecto del DCMU y su reversidn por glucosa, en
la incorporacidén del nitrato por células de Chlorella
fusca iluminadas con luz blanca. Células crecidas en ni
trato se recogieron por filtracién y resuspendieron en
medio sin fuente de nitrdgeno, (clorofila, 39 Eg/ml),prg
incubiandose 30 minutos en luz blanca (230 W/m<). Al
tiempo cero se afiadié KNO3 2 mM midiéndose su incorpora
cibén en las mismas condiciones de iluminacidén. Donde se
indica, se afadié DCMU 20 uM y glucosa 30 mM.
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de la velocidad de incorporaciédn, mientraskque la luz ro
ja no ejercié ningln efecto, desaparaciendokel nitrato

del medio a la misma velocidad que en oscuridad (fig.14).
La estimulacién fué, en todos los experimentos realiza -
dos, superior al 100% y tenfa lugar inmediatamente, ce -

sando en cuanto se interrumpia la iluminacidn.

II1.4.8. Efecto de ditintos tipos de luz monocromdtica
de baja intemnsidad en la incorporacidén de nitrg

to dependiente de glucosa, en presencia de DCMU

El efecto estimulador de la luz azul, descrito
en el capitulo anterior, se mantenia al iluminar las cé-
lulas con luz azul obtenida utilizando un filtro de lon-.
gitud de onda especifica, 457 nm, con 10 nm de anchura
de banda, que transmite una radiacién luminosa de baja

intensidad (fig.15).

Tampoco en este caso se observé efecto alguno
por parte de la luz roja, que se obtuvo con un filtro de
666 nm, de caracteristicas semejantes al empleado para

la luz azul.
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Fig. 14. Efecto de la luz azul y roja de alta intensidad
sobre la incorporacidn de nitrato dependiente de glucosa
por células de Chlorella fusca. CElulas crecidas en ni -

‘trato se recogieron por filtracidn y se resuspendieron en

medio sin fuente de nitrdgeno a una concentracidn de clo
rofila de 41 ug/ml, preincubidndose en luz blanca 30 minu
tos. Bajo estas condiciones de iluminacidn se afiadi6, al
tiempo cero, DCMU 30 yM y KNO, 2 mM. Donde se indica, se
afiadié glucosa 30 mM y la luz“blanca se sustituyd por la
luz azul.

Las flechas sefialan el comienzo de los tipos de ilu
minacidén indicados, asi como del periodo de oscuridad.

/ 2 Intensidad luminosa de los tres tipos de luz, 250
W/m”™,
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Fig. 15. Efecto de la luz monocromdtica azul y roja de
baja intensidad sobre la incorporacidn de nitrato depen-
diente de glucosa por células de Chlorella fusca. Las cé
lulas se recogieron por filtracidén y resuspendieron en
medio sin fuente de nitrdgeno (clorofila, 50 pg/ml), pre
incubidndose en luz blanca durante 30 minutos. Al tiempo
cero se apagd la luz y se afiadié DCMU 30 uM, glucosa

30 mM y KNO, 2 mM. Donde se indica, se ilumind con 1luz
de la 18ngi ud de onda especificada. Intensidad luminosa
3.5 W/m* en ambos casos. Otras condiciones experimenta -
les como se describe en Materiales y Métodos.
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I1T.4.9. Incorporacidn de nitrato, dependiente de gluco-
sa, por células Zluminadas con distintas longi-
tudes de onda de luces azul y roja, en presencia

de DCMU

Como se puede ver en la tabla VII, la luz azul
de 457 nm fué la mds efectiva para producir un efecto es
timulador en la incorporacidén del nitrato dependiente de
glucosa, por células tratadas con DCMU. La luz de 423 nm
produjo un incremento en la velocidad de incorporaciédn,
menor que el producido por la de 457 nm. Las luces rojas
de cualquiera de las dos longitudes de onda empleadas,
666 y 720 nm, fueron inefectivas para aumentar el valor

de la velocidad que se midié en oscuridad.

En la misma tabla se puede apreciar que la ac-
cién'conjunta de la luz azul de 457 nm y la roja de 666
nm no produjeron un efecto estimulador superior al obte-
nido con luz azul, a diferencia de lo encontrado en célu
las que consumian nitrato, utilizando CO2 como fuente de

carbono y, por tanto, en ausencia de DCMU y glucosa.



TABLA VII

EFECTO DE DISTINTAS LONGITUDES DE ONDA DE LUZ AZUL Y ROJA
EN LA VELOCIDAD DE INCORPORACION DEL NITRATO DEPENDIENTE
DE GLUCOSA POR CELULAS DE Chlorella fusca.

Iluminacidén Velocidad incorp. NO3
(3.5 W/mz) (% control oscuridad)
NINGUNA 100
AZUL 457 nm 213
AZUL 423 nm 169
ROJA 666 nm 100
ROJA 720 nm v 94
ROJA 666 nm + AZUL 457 nm 218

Condiciones experimentales como en la figura 15 ex-
cepto que los periodos de iluminacidén sucesivos fueron
azul 457 nm, azul 423 nm en un caso, y roja 666 nm, roja
720 nm y roja 666 nm + azul 457 nm en otro.

El 100 % de velocidad de incorporacidén corresponde
a un valor de 5 umol./mg clorof. x hora.
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I11.4.10. Incorporacidén de nitrito y amoniaco dependien-—
te de glucosa. Influencia de la luz azul mono-—

eromdtica de baja intensidad

La veloctidad de incorporacién de nitrito o de
amonio en oscuridad, por células que, en presencia de
DCMU, utilizaban glucosa como fuente de carbono, no se
afect6 cuando dichas células se iluminaron con luz azul

de 457 nn.

En la tabla VIII puede comprobarse que los va-
lores de incorporacidén de nitrito o de amonio fueron si-
milares, tanto en oscuridad como en el caso en que hubo

iluminacién azul monocromdtica de baja intensidad.

I11.4.11. Actividad enzimdtica nitrato reductasa de célu

las tratadas con distintas cualidades de luz

La actividad nitrato reductasa de células cre-
ciendo fotosinté&ticamente con CO2 iluminadas durante 60
minutos con luz azul o roja, fué totalmente comparable a

la obtenida con la luz blanca (Tabla IX).
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TABLA VIII

EFECTO DE LA LUZ AZUL MONOCROMATICA DE BAJA INTENSIDAD EN
LA INCORPORACION DEL NITRITO Y DEL AMONIO DEPENDIENTE DE
GLUCOSA POR CELULAS DE Chlorella fusca.

Iluminaci6n Velocidad incorp. NO, Velocidad incorp. NHZ
(3.5 W/m2) (umol./mg clorof x h) (umol./mg clorof x h)
Ninguna 15 9

AZUL 457 nm 13.5 9

Las células se recogieron por filtracidm y se resus-
pendieron en medio sin fuente de nitrdgeno, (clorofila,
39 ug/ml) preincubidndose a la luz durante 30 minutos. Al
tiempo cero se apagd la luz y se afadid DCMU 30 uM, glu-
cosa 30 mM y, segln los casos, KNO2 2 mM & NH4C1 1 mM.
Tras 30 minutos de oscuridad se ilumind con la luz que
se especifica.
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TABLA IX

EFECTO DE DISTINTOS TIPOS DE ILUMINACION EN EL NIVEL CE-
LULAR DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA NITRATO REDUCTASA DE

Chlorella fusca.

Nitrato reductasa Incorporacién de nitrato
Iluminacidn

(Actividad relativa) (Velocidad relativa)
BLANCA 100 100
AZUL 90 53

ROJA 92 50

Las células se recogieron por filtracidén y se resus-
pendieron en medio con KNOz 2 mM como fuente de nitrdégeno,
a una concentracién de clorofila de 50 ug/ml. Después de
60 minutos de incubacién con la luz que se indica, las cé
lulas se recogieron por centrifugacidén, se rompieron y en
los extractos se determind }a actividad nitrato reductasa.
Intensidad luminosa 200 W/m“.

El1 100 % de actividad enzimidtica corresponde a un va
lor de 40 umoles de NOz reducidos/mg de clorofila x hora,
y el de velocidad de incorporacidén de nitrato a

22 pymoles de NO3 incorporado/mg de clorofila x hora.
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I11.4.12. Imcorporacidn de nitrato en ausencia de co,
por células sometidas a distintos tratamien-—

tos de Zluminacidn

Por Gltimo, se ha estudiado el efecto de las
luces azul y roja sobre la incorporacidén del nitrato en
ausencia de COZ'

Syrett y Morris (1963), describieron que célu-
las de Chlorella vulgaris, previamente mantenidas en os-
curidad con el fin de provocar un empobrecimiento inter-
no en carbohidratos, podian incorporar nitrato a la luz

en ausencia de CO pero dicho i6n se acumulaba en forma

2’

de amonio en el medio de cultivo.

Por otro lado, las células de C. fusca incorpo
ran el nitrato mds activamente a pH 8 que a pH 6, sobre
todo en condiciones de baja tensidn de CO, (Florencio,

1978).

Nosotros hemos observado que en parecidas cir-

cunstancias, es decir, con células previamente manteni -
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das en oscuridad durante 18 horas, con bajas fensiones de
CO2 Yy a pH 8, la incorporacién de nitrato fué independien
te de la cualidad de luz utilizada (Tabla X). Tanto la luz
azul, como la roja, brodujeron velocidades de incorpora -

cién similares a las producidas por la luz blanca.

En estas condiciones experimentales, todo el ni
trato consumido por las cé&lulas se excretd al medio de cul
tivo como nitrito y amoniaco, en cantidades précticamente

equivalentes.
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TABLA X

INCORPORACION DE NITRATO EN AUSENCIA DE CO2 POR CELULAS DE

Chlorella fusca ILUMINADAS CON DISTINTAS CUALIDADES DE LUZ

Iluminacidn . Velocidad incorp. NO3
(200 W/mz) % control luz blanca)
BLANCA 100
AZUL 99
ROJA 102

Células crecidas en nitrato y posteriormente mante-
nidas 18 horas en oscuridad, se recogieron por filtracién,
lavaron y resuspendieron en medio sin fuente de nitrégeno,
(clorofila, 33 umoles/ml), preincubidndose durante 30 minu-
tos en luz blanca y aire pasado a través de una disolucidn
saturada de KOH. Al tiempo cero se afiadié KNO3 2 mM y se
midid su incorporacibén en luz blanca y a continuacién en
luz azul o en luz roja.

El1 100 % de velocidad de incorporacidén de nitrato
corresponde a un valor de 11 uymoles/mg de clorofila x h.



IV. DISCUSION
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Las formas de nitrf8geno que pueden ser utiliza-
das por las algas verdes incluyen iones inorgdnicos, ni -
trato, nitrito, amonio, y compuestos ofgénicos como urea,
aminodcidos y purinas. De todas ellas, el nitrato y el a-
monio son las mds importantes desde el punto de vista fi-
siolégico (Syrett y Leftley,1976). El1 nitrito, que en la
naturaleza aparece en pequefias cantidades como producto
intermedio del proceso de nitrificacién, no contribuye de
forma cuantitativamente importante a la nutricién nitroge
nada de los organismos vegetales. No obstante, puede asi-
milarse eficazmente, habiéndose descrito en algln caso la
presencia de sistemas de transporte especificos para este
ién (Schloemer y Garrett, 1974b). Chlorella fusca puede
asimilar este anidén siempre que su concentracidén en el me
dio no supere el nivel de 2 mM, puesto que concentracio -

nes mayores son téxicas para este alga (Knutsen, 1965).

La incorporacién del nitrato, etapa previa a su
reduccién hasta amoniaco, se afecta por muchds factores
como luz, tamperatura, pH, concentracién de sales‘y parti
cularmente desacoplantes de la fosforilacibn (Beévers y Ha
geman, 1972; Ullrich, 1978; Eisele y Ullrich, 1976; Losa-

da y Guerrero, 1978), por lo que se ha propuesto que el
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mecanismo de entrada en la célula sea del tibo de trans -

porte activo y, por ello, susceptible de regulacién.

El- amoniaco, producto final de la reduccidén asi
milatoria del nitrato, es también consumido activamente
‘por Chlorella fusca. Sin embargo, la adicién de pequefias
cantidades del mismo a cé&lulas que estdn utilizando nitra
to como fuente de nitrdgeno, provoca la detencién de la
incorporacidén del nitrato, asimilando entonces el amonio
comovtal, no volviendo a consumirse el nitrato hasta que
todo el amonio se ha agotado del medio (fig. 2). El fend-
meno era ya conocido en otras especies de algas, Chlorel-
la vulgaris (Pistorius et al., 1978), 4Ankistrodesmus
braunii (Diez, 1978), Chlamydomonas reinhardii (Thacker y
Syrett, 1972), habiéndose postulado muy diversas hipbte -
sis para explicar su lugar y mecanismo de accién (Syrett
y Leftley, 1976). Esta inhibicidén no parece ser debida al
amonio per se, sino a un producto de su asimilacién. Asi,
células de Chlorella vulgaris que no disponen de fuente
de carbono, mantenidas bajo una atmésfera libre de CO,,in
corporan y reducen el nitrato, siendo excretado al medio
como nitrito y amoniaco, al carecer las células de los es

queletos carbonados necesarios para su incorporacidn en
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‘el material celular (Syrett y‘Morris,'1963), En nuestros
experimentos con (Chlorella fﬁsca hemos observado este mis
mo efecto utilizando células que no disponian de Co, v
que ademis se habian mantenido previamente 18 horas en au
sencia de fuentes de carbono ( ver Resultados, seccién
I1T.4.12.). En estas condiciones, el amonio excretado es
incapaz de detener la entrada y posterior reduccién de ni
trato, mientras que en presencia de una fuente de carbono
adecuada su efecto inhibidor es, como ya se ha descrito,

casi instantidneo.

La incor?oracién de nitrito sigue una cinética
diferente a la de nitrato (figé. 1y 6). En su primera fa
se el consumo es lineal durante los primeros 20 6 30 minu
tos y, normalmente, mds ridpido que el de nitrato. A conti
nuacidén, en lo que podria corresponderse con una segunda
fase, la velocidad disminuye por un periodo variable de
tiempo (15 a 30 minutos), transcurrido el cual, dicha ve-
locidad aumenta y se hace lineal hasta que el nitrito del
medio se agota. Strotmann (1967) describié una cinética
de este tipo en células de Chlorella fusca que asimilan
nitrito en condiciones de baja tensién de CO,. Tal compor

tamiento no parece deberse a la utilizacién de concentra-
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ciones de nitrito préximas a la toxicidad, puesto que con
concentraciones menores de e;te ién, se sigue observando
el mismo tipo de incorporacidén multifdsica. En cualquier
caso, una explicacién convincente de este hecho requiere

una mayor documentacibén experimental.

También en 1la incorporacién del nitrito, el amo-
nio produce una marcada inhibicién (fig. 7), aunque difie
Tre apreciablemente de la que se produce con la incorpora-
cién del nitrato. Syrett y Morris (1963) observaron un e-
fecto inhibidor del amonio sobre la incorporacién del ni-
trito en Chlorella vulgaris. Por otro lado, Ohmori et al
(1977) han sugerido la independencia de la incorporacidn
del nitrito con respecto al ién amonio en células de la

cianobacteria Anabaena cylindrica.

En nuestros experimentos, bajas concentraciones
de amoniaco ejercian un marcado efecto inhibidor sobre 1la
incorporacidn de nitrito por Chlorella fusca, siendo esta
inhibicién dependiente del momento en que se afiade el amo
nio a las células. Si la adicién de amonio se efectfa cuan
do la suspensién celular estd consumiendo nitrito en 1lo

que se ha denominado tercera fase, la inhibicién es casi
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inmediata (Fig. Z). Si se afiade, en cambio, simultaneameg_
te con el nitrito (primera fase), la inhibicién no se pro
duce hasta pasados 20 o 30 minutos, durante los cuales se
esté incorporando nitrito independientemente de la presen
cia de amoniaco (figs. 8a y 8b). Este retraso en la inhi-
bicién puede disminuirse apreciablemente si ias células

se encuentran asimilando previamente amoniaco (fig. 8c).

Al igual que ocurria con el nitrato, esta inhibi
cidén s6lo se produce una vez que el amonio esfé siendo in-
corporado en esqueletos carbonados (véase fig. 8), por 1lo
que se puede pensar que la inhibicidn de 1la iﬁcorporacién
del nitrato o del nitrito que produce el amoniaco, podria
llevarse a cabo por mecanismos similares, siendo necesario
un determinado nivel de algGin(os) producto(s) de la asimi
lacién del amonio, para que estés inhibiciones tengan lu-
gar. Para detener la incorporacién de nitrito se requeririan
mayores niveles intracelulares de este{os) compuesto(s) de

la asimilacidén del amonio, que para el caso del nitrato.

Otro posible mecanismo de accién del amoniaco

que podria explicar a concentraciones superiores (15 mM),
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la detencién de la desaparicién de nitrato del medio, con
sistiria en la actuacién de los productos de la asimila -
cidén de este metabolito a nivel de la nitrato reductasa.
En este sentido, Losada et al (1970) encontraron que el
amoniaco, a concentraciones elevadas (15 mM) produce 1la
inactivacidén de la nitrato reductasa de Chlorella fusca.
Similares resultados se han obtenido en células de Chla -
mydomonas reinhardii (Herrera et al., 1972) y Ankistrodes
mus brauntii (Diez et al., 1977). En nuestras condicio-
nes experimentales, bajas concentraciones de amoniaco

(1 mM) que inhiben casi inmediatamente la asimilacidn del
nitrato, no tenfan efecto apreciable sobre la actividad
nitrato reductasa, ensayada en los correspondientes ex -
tractos celulares (Tabla II). Esto sugiere que el lugar
de actuacién del amoniaco se localiza,en estas condicio -
nes, a nivel de entrada del ién en la célula, como se ha
sugerido por otros autores (Pistorius et al., 1978). No
obstante, no se pugde descartar la posibilidad que algln
factor no controlado pueda influir en la determinacién de
la actividad nitrato reductasa en los extractos libres de
células, pudiendo no corresponderse los valores de activi

dad asi determinados, con los existentes <n vivo.
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El nitrito inhibe también muy eficazmente el
bconsumo de nitrato (fig. 2). En principio, no parece que
se trate de un efecto competitivo por un mismo lugar de
entrada, puesto que concentraciones de nitrato muy supe -
riores a las del nitrito (30 veces), no consiguen dismi -
nuir esta inhibicidn (Tabla I). Indirectamente, nuestros
resultados sugieren que la inhibicidén s6lo tiene lugar
cuando el nitrito es asimilado por la célula. Asi, célu -
las que estdn empobrecidas en sus niveles internos de car
bohidratos, mantenidas en atmésfera libre de COZ’ incorpo
ran y reducen el nitrato excretando, ademds de amonio, ni
trito al medio de cultivo (véase Resultados seccién III.

4.12.).

Esta inhibicién precducida por el nitrito podria
compartir el mismo mecanismo que la efectuada por el amo-
niaco. El1 nitrito, al metabolizarse, produce en Gltimo
término amonio, el cual, una vez incorporado a esqueletos
carbonados, ejerceria su accién inhibidora sobre la incor

poraciSn del nitrato.

Al igual que el amonio, la metilamina y el arse

niato, aunque no son metabolizables por la célula, actGan
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también comé potentes desacoplantes de la fosforilaciédn
fotosintética. Ambos han sido descritos como eficaces a -
gentes inactivantes de la nitrato reductasa. Asfi, la adi-
cién a un cultivo de células, creciendo autotr6ficamente
a la luz, de 15 mM de metilamina o 30 mM de arseniato,pro
duce la inactivacién de la nitrato reductasa en periodos
de tiempb no inferiores a 30 minutos (Maldonado et al.,
1974), habiéndose sugerido que su efecto desacoplante, al
provocar un aumento en el nivel celular de piridin nucle-
étidos reducidos y ADP, conduciria a la inactivacidn del
enzima por reduccidén, proceso en el que el ADPrejerceria
un notable efecto cooperativo (Losada y Guerrero, 1978).
En nuestras condiciones experimentales, la metilamina, a

- concentraciones muy bajas (1 mM), inhibe la incorporacién
de nitrato (fig. 4) sin llegar a afectar sensiblemente la
actividad de la nitrato reductasa, cuando é€sta se ensaya
en los pertinentes extractos celulares (Tabla III).El ar-
seniato también inhibe la incorporacién de nitrato, si
bien, en este caso se requieren concentraciones superiores

a 15 mM (fig. 5).

Por otro lado, cabe sefialar que la accidn de di
versos agentes desacoplantes, como CCCP (Ullrich et al.,

1974), 2,4-dinitrofenol (Ahmed y Morris, 1967) y FCCP
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(Ohmori et al., 1977}, provoca la inhibicién casi inmedia
ta de la incorporacidn del‘nitrato, habiéndose propuesto
que el paso de este i6n a través de la membrana celular
es dependiente de ATP. Ademis, el efecto desacoplante de
estos compuestos, cuando se utilizan a altas concentracio
nes, puede provocar, en periodos de tiempo mayores (30 a
60 minutos) la inactivacién de la nitrato reductasa, pro-
bablemente como consecuencia del incremento én los nive -
‘les intracelulares de poder reductor y ADP (Chaparro et
al., 1976). Esta inactivacién se reflejaria oportunamente
en la incorporacién de nitrato contribuyendo a su inhibi-
cifén, ya que estas células carecen de sistema vacuolar,
por lo que son incapaces de almacenar cantidades aprecia-

bles de este anidn.

En la Gltima década, se ha estudiado intensamen
te el papel de la luz solar como agente regulador de muchos
procesos metab6licos. En unos casos, dicha regulacién estd
intimamente unida a la actividad fotosintética de los or-
ganismos; sin embargo, en otros casos ha podido eStablecez
se claramente que la fotomodulacién de muchos fenémenos es

independiente del aparato fotosintético, siendo debida a
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Tespuestas provocadas por la excitacién de fotorreceptores

especificos, como fitocromo, flavinas, etc. .

La modulacién de la actividad enzimitica, modelo
muy generalizado de actuacidén de la luz como agente regula
dor, se ha estudiado en el caso de enzimas relacionados
con la asimilacidén del COZ. Aqui, la luz, es capaz de regu
lar su actividad cambiando el estado de oxido-reduccién de
la protefna, cambio que estd gobernado por el nivel de po-
der reductor celular, el cual es regulado, en Gltima ins -
tancia, por la luz, a través de la maquinaria fotosintéti-
ca. E1 grupo de Buchanan ha puesto de manifiesto la existen
cia de un mecanismo de regulacién que es comiin para los si-
guientes enzimas: fructosa 1,6 difosfatasa, fosforribulosa
kinasa, sedoheptulosa 1,6 difosfatasa, NADP-gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa y NADP-malato deshidrogenasa, a
través de un sistema en el que interviene la ferredoxina,
que en su forma reducida, y mediante un enzima flavinico,
la tiorredoxina reductasa, reduce a la tiorredoxina, prote
ina cona alto contenido en grupos sulfhidrilos, que activa
ria, por reduccifn,a los enzimas antes citados (Schurman
et al., 1976; Wolosiuk y Buchanan, 1977; Wolosiuk ¢t q1.,
i1977).
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La conexién entre los procesos fotosintéticos
y la asimilacién del nitrato parece, en el momento actual,
fuera de toda duda. Recientemente, se-ha demostrado que
en cianobacterias, el poder reductor requerido en la reduc
cibén asimilatoria del nitrato, es suministrado de forma
directa a través de la ferredoxina (Candau et al., 1976;
Ortega et al., 1976}, mientras que en algas verdes y plan-
tas superiores, la conexién, aunque no tan inmediata, se
realiza a través de los piridin nucledtidos, que son redu-

cidos por el sistema fotosintético (Paneque et al., 1969).

Dado que las distintas cualidades de la luz so-
lar, concretamente la luz azul y la roja son, a partir de
una determinada intensidad, igualmente efectivas para pro-
ducir rendimientos 6ptimos de fotosintesis (Tabla IV), po-
dria esperarse que la asimilacién del nitrato fuese inde-

pendiente de la cualidad de 1la luz.

Nuestros resultados indican, por el contrario,
que células de Chlorella, cuya velocidad de fotosintesis
es similar, tanto en luz blanca como en azul o roja, no
muestran valores semejantes de velocidad de incorporacién

de nitrato: la luz azul no llega a alcanzar, en los mejo-
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res casos, ¢l 6Q% de la velocidad que se mide en luz blan-
ca (Fig. 9)}. La 1luz roja tampoco es capaz de igualar el
efecto de la luz blanca y, a intensidades bor debajo de
200 W/mz, es todavia mucho mengs efectiva que la luz azul
(Fig. 10). Unicamente se obtienen velocidades comparables

a las de luz blanca, cuando las células se iluminan simul-

taneamente con luz roja y azul (Tabla V).

Aparicio et al. (1976) describieron un mecanis-
mo de fotoactivacién de la nitrato reductasa de Chlorella
fusca y hojas de espinaca, que era especifico de 1la luz a-
zul. En este caso, la accidén directa de la luz sobre el
componente flavinico del enzima, provocaria la fotooxida~

cién de la proteina y, en consecuencia, su reactivacidn.

Jones et al. (1976) describieron también un e-
fecto activador de la luz azul sobfe la nitrato reductasa
de pliantulas de maiz y guisante. El1 nivel de actividad en-
zimitica de las pléntulés tratadas con la luz azul de baja
intensidad, era 2 6 3 veces superior al encontrado en las

plédntulas sometidas a la luz roja.

En nuestras condiciones, no hemos podido encon-
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trar diferencias significativas en los niveles de activi-
dad nitrato reductasa, correspondientes a células ilumina-
das con distintas cualidades de luz: blanca, azul y roja

(Tabla IX)

En la Tabla VI puede verse que, al contrario de
lo que ocurre en la incorporacién del nitrato, la asimila-
cién del nitrito y del amonio no se afecta por la cualidad
de la luz. Este resultado nos permite sugerir que la accién
de la luz en la asimilacién del nitrato, debe situarse di-
rectamente sobre la incorporacién del mismo y no sobre pa

sos posteriores del metabolismo del nitrdégeno.

Cuando las células consumen nitrato y lo excre-
tan como amonio por no poderlo fijar a esqueletos carbona-
dos, la incorporacidén del nitrato se hace independiente
del tipo de iluminacidén (Tabla X), sugiriendo que para ob-
servar una respuesta diferencial en la incorporacién del
nitrato por los distintos tipos de luz, se requiere que el
amonio se esté asimilando en esqueletos carbonados o, sim-

plemente, que el CO2 esté siendo fijado.

El DCMU, inhibidor de la cadena de transporte

de electrones en fotosintesis, produce una inhibicidn en
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la incorporacién.del nitrato a la luz, siendo dicha inhibi
cidn revertida por la adicidén de glucosa. Este hecho permi
" te pensar que el poder reductor requerido para la reduc -
cién del nitrato pueda obtenerse, bien por la maquinaria
fotosintética, o bien por la metabolizacidn de la glucosa
que proporcionaria poder reductor y esqueletos carbonados.
De hecho, las cé&lulas de Chlorella, en oscuridad y utili -
zando glucosa como fuente de carbono y energia, asimilan
nitrato a velocidades similares a las observadas en condi-
ciones fototr6ficas, independientemente de la presencia de

DCMU.

En células de Chlorella fusca tratadas con

- DCMU.  que incorporan nitrato en oscuridad utilizando gluco
sa, la luz azul de alta intensidad provoca una fotoestimu
lacién de la asimilacidén del nitrato que se traduce en un
incremento de su velocidad de incorporacidén superior al
100%. La luz roja, en estas condiciones, no produce, sin
embargo, efecto estimulador alguno y el nivel de velocidad
que se observa en su presencia es igual al obtenido en os-

curidad (figs. 14 y 15).
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El mismo grado de estimulacién se obtiene con
bajas intensidades de luz azul (3.5 W/mz), lo cual hace su
poner que se trate de un fendémeno de trascendencia fisiold
gica. Ademids, esta fotoestimulacidén de la incorporacidn
del nitrato dependiente de glucosa,producida por la luz a-
zul parece ser especifica para el i6n nitrato ya que ni la
incorporacién del nitrito, ni la del amoniaco, se afectan
por la iluminacién con luz azul (Tabla VIII) y las respec-

tivas velocidades de incorporacién son iguales que en oscu

ridad.

En contraste con los sistemas de regulacidén que
modulan la actividad de los distintos enzimas de 1la ésimi—
lacién del €o,, dependientes, como vimos, de fotosintesis
~a través de la ferredoxina, el mecanismo de regulacidn de
la asimilacién del nitrato por luz azul, parece operar to-
talmente al margen de la maquinaria fotosintética, funda -
mentalmente por las siguientes razones:

1) E1 DCMU detiene la incorporacidén fototrdéfica del nitra-
to.

2) En presencia de glucosa y DCMU, la intensidad luminosa

necesaria para producir la fotoestimulacién en la asimila-

cién de nitrato, es lo suficientemente baja como para supo
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- ner que es incapaz de provocar la fotolisis del agua.

3) E1 hecho de que la luz rojé no sea capaz de estimular
la incorporacidén de nitrato dependiente de glucosa, exclu
Ye la posibilidad de que la fotofosforilacién ciclica,que
no es inhibida por DCMU, pueda estar involucrada en este
mecanismo.

4) La longitud de onda de azul que se mostr6 mis efectiva
en el aumento de la velocidad de incorporacidén de nitrato
(457 nm), no se corresponde con el miaximo de absorbancia
de la zona azul del espectro de absorcidén de la clorofila,
lo cual sugiere que el pigmento fotorreceptor debe ser de

otra naturaleza (Tabla VII).

Kovallic y Gaffron (1966) encontraron que la
luz azul de baja intensidad estimulaba el consumo de oxi-
geno en mutantes de Chlorella que carecian de clorofila.
Posteriormente, Ogasawara y Miyachi (1970) observaron que
los niveles intracelulares de sustratos oxidables, princi-
palmente oxalacetato, aumentaban bajo similares condicio -
nes de iluminacién interpretando que el aumento del consu-
mo de oxigeno dependiente de luz azul se debia precisamen-
te al incremento de los niveles intracelulares de estos sus

tratos oxidables.
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Este estiﬁulo de la actividad respiratoria, po-
siblemente contribuya a aumentar los niveles celulares de
ATP a expensas de poder reductor. Si la accién de la luz
azul sobre la asimilacién del nitrato fuese indirecta, es
decir, consecuencia de una alteracién de los niveles de
ATP y poder reductor, tanto el consumo de nitrito, como
el de amoniaco deberfan verse afectados, puesto que su
asimilacién es tamBién dependiente, tanto del poder reduc
tor, como de la carga energética celulares. Puesto que en
nuestras condiciones, las velocidades de incorporacién de
nitrito y amonio no se afectan, parece pués que el efecto
de la luz se circunscribe a la asimilacién del nitrato,
bién a nivel de entrada del ién en la célula, bién a ni -

vel de su reduccién hasta nitrito.



V. CONCLUSIONES
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La cinética de incorporacién de nitrato que muestran.
células de Calorella fusca creciendo exbonencial‘ y
fototroficamente, con CO2 como fuente de‘carbono, es
de tipo lineal y estrictamente dependiente de luz. En
estas mismas condiciones, la cinética de incorporacién
del nitrito tiene tres fases, una primera donde el ni
trito se incorpora activamente; a continuacién, otra
fase en la que la velocidad disminuye y, finalmente,
una tercera fase donde la velocidad vuelve a aumentar,
haciéndose lineal hasta que todo el nitrito es consu-

mido por las células.

El nitrito y el amoniaco, productos intermedios en la
asimilacién del nitrato, provocan, a bajas concentra-
ciones, una rdpida inhibicién de la incorporacién del
nitrato al afiadirse a una suspensidén celular crecien-
do en condiciones fototréficas, con CO2 y nitrato co-
mo fuentes de carbono y nitr6geno, respectivamente.
La inhibicién producida por nitrito o por amoniaco no
tiene lugar si estos iones no son asimilados por las

células.
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El arseniato y la metilamina, desacoplantes de la fos
forilacién fotosintética, producen, al igual que el
amonio y el nitrito, una inhibicién de la incorpora -

cién del nitrato.

La inhibicidén de la incorporacién del nitrato produci
da por bajas concentraciones de amoniaco, que sé6lo
tiene lugar cuando'este ién estd siendo incorporado
en esqueletos carbonados, podria afectar la entrada
de nitrato hasta la célula o su posterior reduccién.
En nuesfras condiciones, sin embargo, no se observa -
ron cambios en los niveles de actividad nitrato y ni-
trito reductasas, ensayadas <n vitro al afiadir el amo
nio,lo cual sugiere que la entrada del nitrato en la
célula puede ser el proceso que se afecta por la pre-

sencia del amoniaco.

El efecto inhibidor del amoniaco sobre la asimilacién
del nitrito es inmediato cuando su adicién se efectﬁé
en la tercera fase, mientras que en la primera este
efecto se manifiesta Gnicamente 30 minutos después de
ser afladido el amoniaco. Como en el caso del nitrato,
el amonio debe ser asimilado por la célula para que

se produzca esta inhibicién.
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6. La luz azul y la luz roja son incapaces de mostrar ve
locidades de incorporacién de nitrato comparables a
las obtenidas con luz blanca en cultivos de cé&lulas

creciendo autotrdficamente.

7. La 1luz azul es notablemente mids efectiva que la roja
- en la incorporacién del nitrato a intensidades infe-

riores a 200 W/mZ.

8. La accién conjunta de las luces azul y roja produce
una velocidad de incorporacién de nitrato similar a

la que proporciona la luz blanca.

9. La incorporacién de nitrito y amoniaco por células
creciendo a la luz, con CO2 como fuente de carbono,

es independiente de la cualidad de luz actinica.

. 10. E1 efecto de la luz azul y roja en la incorporacién

fototrdfica del nitrato no se ha podido relacionar
con variaciones en los niveles celulares de la acti-

vidad nitrato reductasa ensayada in vitro.
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11. E1 DCMU detiene la incorporacién del nitrato en célu-

12,

13.

las que crecen en condiciones fototréficas, con Co,
como fuente de carbono. La adicién de glucosa anula

este efecto inhibidor producido por el DCMU.

La luz azul, pero no la roja, incluso a baja inten-
sidad, muestra un claro efecto estimulador de la in-
corporacién de nitrato en oscuridad dependiente de
glucosa y en presencia de DCMU. Dicho efecto estimu
lador es totalmente independiente del aparato foto-

sintético.

La incorporacién en oscuridad del nitrito y del amo
niaco, dependiente de glucosa y en presencia de DCMU

no se estimula por la luz azul.
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