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El ciclo bioldégico del nitrégeno

El nitrégeno es, junto con el carbono, hidrégeno y oxigeno,
uno de los elementos mas abundantes de los seres vivos, estando
presente en las proteinas, los &cidos nucleicos y numerosos

compuestos del metabolismo intermediario.

En la biosfera, el nitrégeno circula continuamente de unos
organismos a otros, experimentando por la accién de éstos una
serie de interconversiones entre distintas formas, que en
conjunto constituyen el ciclo bioldégico del nitrdégeno. Este
elemento se hace accesible a la biosfera gracias a la fijacidn

del nitrdégeno atmosférico, proceso durante el cual el N, es

2
reducido hasta amonio y que realizan exclusivamente algunos
procariotas, que en ocasiones se asocian simbidticamente con
organismos eucariotas. A la ganancia de nitrégeno por fijacién
se opone la pérdida debida a la actividad metabélica de ciertas
bacterias que usan formas oxidadas de nitrédgeno como aceptores
de electrones durante la respiracién anaerobia, en un proceso
que genera en ultima instancia nitrégeno molecular y se conoce
como desnitrificacién. La magnitud del flujo de nitrdégeno por
esta parte del ciclo es relativamente pequefia, calculandose que
solamente del 3 al 10 % de la produccién primaria neta procede
de la fijacidén biolégica, correspondiendo el resto a 1la
recirculacién del nitrégeno no molecular presente en 1la

biosfera. Durante este reciclaje ocurren procesos asimilatorios

en los que formas oxidadas de nitrégeno son reducidas e
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incorporadas a compuestos organicos, que estan compensados por
el retorno del nitrdgeno organico a un estado inorganico debido
a la actuacion de microorganismos que liberan amonio durante 1la
descomposicién de la materia organica, proceso que se conoce
genéricamente como amonificacién. El ciclo se completa con la
conversién del amonio en nitrato durante la nitrificacién,
realizada por dos grupos de bacterias quimiolitotrdéficas,
Nitrosomonas y Nitrobacter, que oxidan el amonio a nitrito y
éste a nitratq, respectivamente. El siguiente esquema resume el

ciclo biolégico del nitrégeno:

(1) DESNITRIFICACION
— 5 N, | —— (2) FIJACION

(3) NITRIFICACION
(4) ASIMILACION

(1) (2)
(3) (5) AMONIFICACION
(5)
- e _ . — —
NO3 — NOZ _— NH4 —_— Nitrdégeno organico
(4)

Asimilacién de nitrégeno inorgdnico

La asimilacién de nitrégeno inorganico, es decir, su
reduccién e incorporacién a esqueletos carbonados, la realizan
bacterias, cianobacterias, hongos, algas y plantas. Si bien no
es una capacidad exclusiva de organismos fotolitotréficos, en

éstos la asimilacién de formas inorgdnicas de nitrdégeno es un
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proceso genuinamente fotosintético, que ocurre con el concurso
de la energia solar y procediendo los electrones requeridos de

la fotdlisis del agua (Losada et al. 1981).

De las distintas formas de nitrégeno inorganico gque pueden
asimilarse, el nitrato es la mas abundante en el suelo puesto
que habitualmente el amonio es rapidamente nitrificado (Haynes
1986). Dado que el nitrégeno atmosférico, a pesar de su
abundancia, sélo es accesible a un reducido numero de
organismos, se comprende que la asimilacién de nitrato sea un
proceso de gran importancia para la adquisicién de nitrdgeno. La
asimilacién del amonio exégeno puede ser importante en 1la
nutricién del fitoplancton (McCarthy y Goldman 1979) Yy en
aquellas condiciones que no favorecen la nitrificacién en el

suelo (Haynes 1986).

Las distintas formas de nitrégeno inorganico gque pueden

+

utilizar los seres vivos (NZ’ NO., 4’

, Y NH

principalmente) son

asimiladas en tres etapas:

(i) Transporte al interior de la célula, que en el caso de
las formas combinadas de nitrégeno es dependiente de energia y

estd mediado por permeasas especificas (Ullrich 1987).

(ii) Reduccién hasta amonio. La reduccién de nitrato se
consigue por la accién sucesiva de las enzimas nitrato reductasa

(NR) y nitrito reductasa (NiR) (Losada et al. 1981). La primera
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de estas enzimas cataliza la reduccién de nitrato hasta nitrito:

NR

NO; + NAD(P)H (o 2 Fd__,) —— NO,

+
3 + NAD(P)" (o 2 Fd_)

siendo la enzima de procariotas dependiente de ferredoxina y la
de eucariotas de piridin nucleétidos. A continuacidén, la nitrito
reductasa cataliza la reduccién de nitrito hasta aﬁonio, que
consume 6 electrones suministrados por ferredoxina o piridin
nucleétidos, segin se trate de organismos fotosintéticos o no,
respectivamente:

_ NiR +

NO, + 3 NAD(P)H (o 6 Fd__,) — > NH,

+
5 + 3 NAD(P)" (o 6 Fd_)

Finalmente, la reduccién del dinitrégeno hasta amonio es un
proceso complejo que estd catalizado por la nitrogenasa vy
consume 6 electrones, suministrados por ferredoxina o

flavodoxina, y una cantidad considerable de ATP (Yates 1980).

(iii) Asimilacién de amonio. Por asimilacién de amonio se
entiende su incorporacién a esqueletos carbonados, que puede

producirse principalmente a través de dos rutas metabdlicas:

(a) Aminacién reductiva del 2-oxoglutarato para  formar
L-glutamato, reaccién catalizada por la glutamato deshidrogenasa
(GDH) :

GDH

2-Oxoglutarato + NH, + NAD(P)H — L-Glutamato + NAD(P)" + H,0

16



(b) Incorporacién inicial del amonio como grupo amido de la

L-glutamina, catalizada por la glutamina sintetasa (GS):

Gs
L-Glutamato + NHZ + ATP ———— L-Glutamina + ADP + P,

seguida por la transferencia del grupo amido de la L-glutamina
al 2-oxoglutarato para formar el grupb a-amino del L-glutamato,
reaccién catalizada por 1la glutamato sintasa (GOGAT, de
glutamina-2-oxoglutarato aminotransferasa):

GOGAT
L-Glutamina + 2-Oxoglutarato + NADPH (o NADH o 2 Fdred) _—

2 L-Glutamato + NADP' (o NAD' o 2 Fd__)

A la accidén secuencial de estas dos enzimas se la conoce como
ciclo GS/GOGAT, que produce la sintesis neta de L-glutamato a
partir de 2-oxoglutarato Yy amonio, siendo reciclada

continuamente una molécula de L-glutamato.

Independientemente de 1la ruta metabdélica seguida, 1los
productos primarios de 1la asimilacién de amonio son la
L-glutamina y el L~glutamato. Desde estos aminoécidos, el
nitrégeno es distribuido a distintos componentes celulares,
permitiendo asi la sintesis de los restantes aminoacidos, de
bases nitrogenadas y de otros metabolitos nitrogenados

indispensables para la vida celular.
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Asimilacién de amonio en microalgas y plantas

En microalgas (cianobacterias y algas eucaridéticas) y plantas
se considera que la asimilacién de amonio ocurre principalmente
a través de la ruta GS/GOGAT (Lea y Miflin 1979). El siguiente
esquema resume el proceso de asimilacién de nitrégeno inorganico

en estos organismos:

N2 —| [Nz “wmocinasa rG"““""”' Metabolitos nitrogenados
- - - [N * r~

NOz — NO3 5~ NOg——~NH4~—Glutamina T——"-Glutamato { Proteinas
- - / Acidos nucleicos

NO3 T NO3 2-oxoglutarato
- - NR: MITRATO REDUCTASA

NH4 — NH4 NiR: NITRITO REDUCTASA

GS: GLUTAMINA SINTETASA
GOGAT GLUTAMATO SINTASA

|~-TRANSPORTE~}~—REDUCCION~=}———ASIMILACION DE AMONIO—{

Las principales evidencias del funcionamiento de esta ruta
provienen de estudios de marcaje isotépico y estudios coh
inhibidores de las enzimas que intervienen en ella. Asi, en la
cianobacteria Anabaena cylindrica se ha observado que cuando se
utiliza 13N, la radiactividad aparece inicialmente en el grupo
amido de la L-glutamina y sélo posteriormente se transfiere al
grupo a-amino del L-glutamato y otros aminoacidos (Wolk et al.
1976, Meeks et al. 1977, Thomas et al. 1977). Por otra parte, al
tratar las células con MSX, inhibidor de la GS, todo el 13N se

acumula como amonio, mientras que en presencia de azaserina,

inhibidor de 1la GOGAT y de las restantes reacciones de
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transferencia del grupo amido de la L-glutamina, la
radiactividad permanece en la L-glutamina, evitandose su
incorporacién a otros aminodcidos (Wolk et al. 1976). Resultados
similares se han descrito en Chlorella (van der Meulen y Bassham
1959), en Lemna (Stewart y Rhodes 1976) y otra vez en Anabaena

cylindrica (Stewart y Rowell 1975, Ladha et al. 1978).

Otra evidencia de la participacién del ciclo GS/GOGAT en la
asimilacién de amonio es el fenémeno de la excrecidén de amonio
al medio de cultivo por células tratadas con MSX, observado en
Chlamydomonas (Cullimore y Sims 1980, Hipkin et al. 1982),
Chlorella (Beudeker y Tabita 1984) y Ankistrodesmus (Larsson et
al. 1982a). En estas condiciones, el amonio que se genera dentro
de la célula durante la fotorrespiracidén y otros procesos no
puede reasimilarse al estar inactiva 1la GS. También 1la
produccién estequiométrica de amonio a partir de nitrato o
nitrito por células de Anacystis nidulans (Flores et al. 1983a)
y Chlamydomonas reinhardtii (Florencio y Vega 1983a) tratadas
con MSX indica que la asimilacién de amonio ocurre a través de

esta ruta.

A pesar del amplio consenso que existe para considerar la
ruta GS/GOGAT como la principal via de adquisicién de nitrdégeno
organico por microalgas y plantas, en ocasiones se ha propuesto

que la asimilacién de amonio en algunos de estos organismos

puede ocurrir por la accién de la GDH. De hecho, en las algas

eucaridéticas Chlorella autotréphica (Ahmad y Hellebust 1984) y
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Stichococcus bacilaris (Ahmad y Hellebust 1986), ceélulas con un
alto nivel de NAD(P)H-GDH pueden crecer en presencia de MSX, que

inactiva la mayor parte de la GS.

20



MATERIALES Y METODOS



Organismo y condiciones de cultivo

"El trabajo experimental descrito en la presente memoria se ha
realizado con 1la estirpe silvestre 21 gr del alga verde
Chlamydomonas reinhardtii. Habitualmente, las células se
cultivaron a 25° C, en medio liquido, utilizando recipientes
transparentes de 0,25, 1, 6 5 1, que se iluminaron con 1luz

2

fluorescente blanca que proporcionaba 15-20 W m en la

superficie de los cultivos.

El medio de cultivo empleado fue el descrito previamente por
Sueoka et al. (1967) que contenia por 1litro 1los siguientes

compuestos : KZHPO4, e Y 2

g; CaCl2 2 HZO, 0,020 g y 5 ml de una disolucidén de

microelementos. Esta ultima se prepard segin Hutner et al.

1,44 g; KH 0,72 g; Mgso, 7 H,0, 0,061

(1959), disolviendo en 550 ml de agua destilada, a 100° C y por
el orden indicado, los siguientes compuestos: H,BO,, 2,28 g;

,0, 1,02 g; Feso, 7 H,0, 1,00 g;

4 5 H,0, 0,32 g; (NH,) Mo, 0,, 4 H,O,

0,22 g. A esta disolucién se le afadié otra que contenia 10 g de

Znso, 7 H,0, 4,40 g; MnCl, 4 H

COC12 6 Hzo' 0,32 g; Cuso

EDTA (4cido libre) en 250 ml de agua destilada (la disolucién
del EDTA se facilité con KOH) y la mezcla resultante se calentd
a 100° C, ajustando el pH, tras dejar enfriar hasta 80° C, a 6,8
con KOH al 20 % (p/v). El volumen se completdé hasta 1 1 con agua
destilada, manteniéndose la disolucién resultante en oscuridad
durante dos dias antes de ser utilizada. Como fuente de

nitrégeno se emplearon 0,95 g de KNO, 6 0,5 g de NH4C1.

3
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Por los cultivos se hizo pasar aire enriquecido en co, (5 %,
v/v). Las células utilizadas en los experimentos se recogieron
por centrifugacién (5.000 x g) de cultivos en fase exponencial
de crecimiento. El tiempo de duplicacién en las condiciones de

cultivo empleadas fue de 8 h aproximadamente.

En este trabajo se citan, como condiciones especiales de
cultivo, la carencia de nitrégeno, la limitacién o carencia de
co, y el mantenimiento en oscuridad. Para obtener cultivos
deficientes en nitrégeno, células en fase exponencial de
crecimiento se recogieron por centrifugacién y se lavaron dos
veces con medio de cultivo sin fuente de nitrégeno, en el que
finalmente se resuspendieron, manteniéndose durante 18 h en las
condiciones de crecimiento mencionadas anteriormente. La
limitacidén de co, se consiguié al no suplementar con co, el aire
que llegaba a los cultivos. Cuando se precisdé aire libre de COZ,
éste se obtuvo haciendo pasar el aire por una disolucidén 5 M de
KOH antes de que alcanzara las células. Los cultivos se

mantenian en oscuridad envolviendo con papel de aluminio los

recipientes que los contenian.

La conservacién del organismo se consiguié manteniendo las
células en medio sélido, obtenido suplementando el medio liquido
previamente descrito con agar (2 %, p/v). Los indéculos nuevos se
expusieron a luz intensa para obtener un buen crecimiento
inicial y después de 3-4 dias se trasladaron a un ambiente con

luz difusa. Los cultivos se renovaban cada tres meses.
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Las células se cultivaron habitualmente en condiciones de
esterilidad, lo que requeria que los medios de cultivo y los
recipientes que 1los contenian se calentaran a 120° C (1

atmésfera de sobrepresidén) durante 20 min.
Preparacién de extractos crudos

Las células se recogieron a partir de cultivos en fase
exponencial de crecimiento (absorbancia a 660 nm entre 1,5 y 2)
por centrifugacién a 5.000 x g durante 5 min. Para romper las
células, se sumergieron en aire liquido durante 1 min y se
descongelaron posteriormente en presencia del tampdén estandar (5
ml por g de peso humedo de‘células), que fue MOPS 10 mM, pH 7,0,

conteniendo DTE 0,5 mM, NazEDTA 0,5 mM Yy MgCl2 6 H,O 2,5 mM. En

2
esta etapa, el tampén contenia PMSF 0,5 mM, que se disolvié
previamente en una cantidad minima de isopropanocl, de tal manera
que se diluyera al menos 100 veces al afnadirlo al tampdén. La
preparacién resultante se centrifugé a 16.000 x g durante 15

min, utiliza&ndose el sobrenadante como extracto crudo libre de

células.
Determinaciones analiticas
Amonio

En los ensayos de consumo de amonio, la concentracidén de éste

en el medio de cultivo se determiné habitualmente por el método
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del fenol-hipoclorito (Solorzano 1969). A una parte alicuota del
medio de cultivo, desprovista de células y conteniendo entre 0 y
100 nmoles de amonio, se le afadié agua destilada hasta
completar un volumen de 1,6 ml. Posteriormente, y por este
orden, se afnadieron 0,2 ml de fenol al 10 % (p/v) en etanol
absoluto, 0,2 ml de nitroprusiato sédico al 0,5 % (p/v) y 0,5 ml
de una disolucién oxidante, que se prepard inmediatamente antes
de usarse mezclando 20 ml de una disolucién alcalina estable
(que contenia 20 g de citrato trisédico dihidratado y 1 g de
NaOH por cada 100 ml de agua destilada) con 5 ml de una
disolucién de hipoclorito (conteniendo 1 ml de hipoclorito
sédico comercial por cada 7 ml de agua destilada). Tras agitar
vigorosamente, se dejé estar 2 h en oscuridad para que se
desarrollase el color y posteriormente se midié la absorbancia a

1l -1

640 nm (E 15 mM ©~ cm ).

640

Cuando el medio de cultivo contenia MSX o azaserina, 1la
concentracién de amonio en el mismo se determiné enzimaticamente
siguiendo la oxidacién de NADH dependiente de amonio y
catalizada por la glutamato deshidrogenasa (Da Fonseca Wollheim
et al. 1974). A una parte alicuota del medio de cultivo, de la
que se habian separado previamente las células y gque contenia
entre 0 y 200 nmoles de amonio, se le afadié agua destilada
hasta completar un volumen de 0,4 ml y, a continuacién, 0,6 ml
de una mezcla de reaccién que contenia 5 mg de NADH, 10,5 mg de
ADP, 5 ml de una disolucién 50 mM de 2-oxoglutarato (ajustada a

PH 7,5 con NaOH) y 10 ml de una disolucién 250 mM de
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trietanolamina (ajustada a pH 8,6 con HCl). E1 amonio se
determiné midiendo la absorbancia a 340 nm de las muestras antes
y después de la adicién de 25 ul de glutamato deshidrogenasa de
higado bovino (240 U ml_l) disuelta en glicerina al 50 % (v/v),
dejandose pasar 45 min para que la reaccién ocurriera
completamente. Este método se usé también para determinar el
amonio intracelular empleando partes alicuotas de extractos
crudos obtenidos al descongelar las células en presencia de
tampén trietanolamina-HCl 250 mM, pH 8,6 (3 ml por g de peso
himedo de células) y calentados a 100° C durante 2 min para

destruir las actividades enzimaticas.

Para determinar concentraciones de amonio en el medio de
cultivo superiores a 1 mM, se utilizaron 1los reactivos
comerciales A y B de Nessler mezcladoé en la proporcién 1:1. A
una parte alicuota de medio de cultivo, libre de células y
conteniendo entre 100 y 700 nmoles de amonio, se le afnadié agua
destilada hasta completar un volumen de 3 ml y 0,1 ml de la
mezcla recién preparada de ambos reactivos, dejandose
transcurrir 1 min antes de medir la absorbancia a 410 nm (E410=

3mM Y en”Yy.

Clorofila
La concentracién de clorofila se determindé por el método de

Arnon (1949), usando 0,2-1 ml de suspension celular que se

calentaron durante 2 min a 100° C, afadiéndose posteriormente
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acetona hasta completar 5 ml. Tras centrifugar a 3.000 x g
durante 5 min, se midié la absorbancia del sobrenadante a 652 nm
1

).

(E 34,5 mg ! ml cm”

652
L-Glutamato

El L-glutamato producido durante el ensayo de las actividades
GOGAT se determiné siquiendo basicamente el método descrito por
Matoh et al. (1980), que se inicia con la separacidén, mediante
intercambio iénico, del L-glutamato formado y la L-glutamina
utilizada como sustrato. Para ello, los 2 ml de la mezcla de
reaccién se aplicaron a una columna conteniendo alrededor de 2
ml de 1la resina intercambiadora de aniones AG 1-X8 (forma
acetato) y equilibrada con agua. A continuacién, la columna se
lavé con 10 ml de agua ‘para extraer 1la L-glutamina vy
posteriormente el L-glutamato se separé de la resina con 8 ml de

una disolucién 2 N de acido acético.

El L-glutamato se midié colérimétricamente después de
reaccionar con el reactivo de cadmio-ninhidrina, que contenia 80
ml de etanol, 20 ml de agua, 10 ml de acético glacial, 0,4 g de
ninhidrina y 1 g de acetato de cadmio (II). Para ello, se
afnadieron 2 ml del mencionado reactivo a 1 ml de la muestra
acética y tras calentar a 80° C durante 10 min y enfriar
posteriormente el mismo tiempo a 4° C para estabilizar el

complejo coloreado, se midié la absorbancia a 506 nm (E506= 6
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¥y—-Glutamil hidroxamato

El 7-glutamil hidroxamato formado por la actividad
transferasa de la GS se determind segun Shapiro y Stadtman
(1970a), por su reaccién con el reactivo de hierro en medio
acido, que estaba formado por 7,7 ml de HCl al 37 % (p/p), 60,2
ml de &cido tricloroacético al 20 % (p/p), 33,3 g de‘Fe3Cl y
agua destilada hasta completar 1 1; Para ello, 2 ml de la
muestra se trataron con 2 ml del reactivo férrico y tras 5 min a
temperatura ambiente, y separar en el ensayo in situ los restos

celulares , se midié la absorbancia a 500 nm (E500= 1,1 mM-1

em™ 1),

Nitrato

El nitrato se midié espectrofotométricamente por el método de
Cawse (1967), tratando una parte alicuota de medio de cultivo
(conteniendo entre 0 y 100 nmol de nitrato), después de separar
las células y completarla hasta 0,75 ml con agua destilada, con
0,05 ml de A&cido sulfamico al 10 &% (p/v). Tras agitar
fuertemente y esperar 2 min, se ahadieron 0,2 ml de acido
perclérico al 20 % (v/v) y se midié la absorbancia a 210 nm
1 -1

(Ey10= 7 mM ~ cm ).

Nitrito

El nitrito se midié colorimétricamente por la reaccién de
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diazotacidén de Griess-Illosway, segun el método de Snell y Snell
(1949). Una muestra de 3 ml conteniendo entre 0 y 80 nmol de
nitrito se traté con 1 ml de sulfanilamida al 1,5 % (p/V)
disuelta en HC1l 2,5 N y 1 ml de N-naftil-etilendiamina al 0,02 %
(p/v) en agua destilada. Se dejé desarrollar el color durante 15
min a temperatura ambiente y se midié la absorbancia a 540 nm

1l -1

(E.,~= 53 mM ~cm ).

Oxigeno

El oxigeno se determiné con un electrodo de Pt/AgCl tipo
Clark. Como fuente de iluminacién se empled 1luz blanca

procedente de una lampara de tungsteno (aproximadamente 200 W

m 2 en la superficie de la cémara del electrodo). El calibrado

se realizé eliminando el 0, del agua destilada haciendo pasar

(el contenido en oxigeno del agua a 25° C es de
1
).

por ella N2

0,253 pumol ml~
Proteina

La proteina se determiné segun el método de Lowry et al.
(1951), tratando 0,5 ml de muestra, conteniendo entre 0 y 100 ug
de proteina, con 2,5 ml de una disolucién preparada mezclando 50
ml de una disolucién conteniendo un 4 % (p/v) de carbonato
sédico y un 0,8 % (p/v) de NaOH con 0,5 ml de una disolucidén al

2 % (p/v) de Cuso, 5 H20 y 0,5 ml de una disolucidén al 4% (p/Vv)

4
de tartrato sddico potdsico tetrahidrato, completandose el
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volumen hasta 100 ml con agua destilada. Después de agitar
fuertemente, se esperéd 10 min a temperatura ambiente, y se
anadié a continuacién 0,25 ml del reactivo Folin-Ciocalteau

comercial diluido en proporcién 1:1. Después de esperar 30 min,

se midié la absorbancia a 750 nm (E = 21 mg-1 ml cm}

750
calibrado se realizé con una disolucién de seroalbumina al 0,2

). El

%, cuya concentracién se midié espectrofotométricamente con
precisién utilizando un coeficiente de extincién a 279 nm de

1

0,67 mg- ! cm ! ml (Rideal y Roberts 1951).

Durante las cromatografias, la proteina se midié por

absorbancia a 280 nm.
Determinacién de actividades enzimaticas
Permeabilizacién de las células

Para las determinaciones de actividad in situ , 1-10 ml de
cultivo se centrifugaron a 3.000 x g durante 5 min Yy
resuspendieron en 1 ml del correspondiente tampén. Las células
se permeabilizaron anadiendo 25 ul de tolueno comercial y
agitando vigorosamente durante 1 min.

Glutamato sintasa

Las actividades GOGAT se determinaron in situ usando 0,5 ml

de una suspensién de células permeabilizadas en tampén fosfato
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potasico 50 mM, pH 7,5, a los que se afadieron 0,9 ml de una
mezcla de reaccidén que contenia 50 ml de agua destilada, 40 ml
de tampdén fosfato potasico 0,5 M, pH 7,5, 146 mg de L-glutamina
Yy 168,1 mg de 2-oxoglutarato monosédico. Posteriormente, se
anadieron 0,2 ml de aminooxiacetato 50 mM y, segun la actividad
a determinar, 0,2 ml de NADH 15 mM en tampén fosfato potasico 50
mM, pH 7,5 (actividad NADH-GOGAT), 0,2 ml de metil violdégeno 20
mM (actividad MVH-GOGAT) & 0,2 ml de una disolucidén de
ferredoxina en tampén fosfato potasico 50 mM, pH 7,0, con una
absorbancia a 420 nm de 0,5 aproximadamente (actividad
Fd-GOGAT) . El1 metil violégeno y la ferredoxina fueron reducidos
quimicamente afadiendo 0,2 ml de una disolucién reciente de

ditionito sédico que contenia 20 mg por cada ml de NaHCO, 0,2 M.

3
En el caso de la actividad NADH-GOGAT el volumen de reacciodén se

completé con 0,2 ml de agua destilada.

La reaccidén se inicié con la adicién del agente reductor, y
después de 20 min a 30° C se detuvo calentando la mezcla de
reaccion en agua hirviendo durante 1 min y agitando fuertemente
para oxidar el exceso de reductor. A continuacién, los restos
celulares se retiraron de la mezcla de ensayo y se midio el
L-glutamato. Una unidad de actividad enzimdtica representa 1la
cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 umol de

L-glutamato en 1 min.
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Glutamina sintetasa

-Ademas de catalizar la sintesis de L-glutamina a partir de
amonio y L-glutamato y de 7-glutamil hidroxamato a partir de
hidroxilamina y L-glutamato, en presencia de ATP (denominadas
reacciones biosintética y sintética respectivamente), la GS
puede catalizar la actividad 7y-glutamil transferasa segun la
siguiente reaccién:

ADP, Asoz" , Mn2t

L-Glutamina + NHZOH » y-Glutamil hidroxamato + NH

3

La actividad transferasa es varias veces superior a 1la
(bio)sintética lo que, unido al hecho de que el 7y-glutamil
hidroxamato es facil de cuantificar colorimétricamente, explica
que este ensayo sea empleado rutinariamente en las medidas de
actividad GS. A pesar de que se ha sefialado que la
interpretacién de la actividad transferasa de extractos crudos
en términos de actividad GS puede ser problematica (Miflin y Lea
1977), en microalgas, incluyendo Chlamydomonas, y plantas se ha
observado en repetidas ocasiones que 1las variaciones de
actividad (bio)sintética en extractos crudos o <células
permeabilizadas van acompafiadas de cambios similares en el nivel
de actividad transferasa (Rhodes et al. 1975, Rowell et al.
1977, Taylor y Stewart 1980, Cullimore 1981, Ahmad y Hellebust

1984, Florencio et al. 1987, Ahmad y Hellebust 1989).

La actividad transferasa de la GS se determiné midiendo el
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7¥—-glutamil hidroxamato formado durante la reaccién (Shapiro y
Stadtman 1970a). Habitualménte, la GS se mididé in situ usando 1
ml de células permeabilizadas en tampén MOPS 50 mM, pH 7,0, a
las que se afiadieron 0,8 ml de una mezcla de reaccién que
contenia 52 ml de agua destilada, 8 ml de tampén MOPS 0,5 M, pH

7,0, 1,4 g de L-glutamina, 47,6 mg de MnCl2 4 H O y 13 mg de

2
ADP. A continuacidn, se anadieron 100 pul de una disolucién de
hidroxilamina 2,4 M, 50 ul de NaOH 1,2 M y 50 ul de NaéHAsOlL 7
HZO 1 M. Para la medida de actividad in vitro se procedié del
mismo modo, excepto en que la suspensién de células se sustituyd

por una cantidad adecuada de disolucidén enzimatica cuyo volumen

se completd hasta 1 ml con tampdén MOPS 50 mM, pH 7,0.

La reaccidn se inicié al afadir el arseniato y después de 10
min a 30° C se pard con 2 ml del reactivo de hierro en medio
dcido. Una unidad de actividad enzimdtica representa la cantidad
de enzima que permite la formacién de 1 umol de ¥y-glutamil

hidroxamato en 1 min.
Nitrato reductasa

La nitrato reductasa activa se determiné in situ midiendo el
nitrito formado durante la reaccién y usando metil violdgeno
reducido como donador de electrones (Florencio y Vega 1983a).
Para ello, se utilizé 1 ml de células permeabilizadas en medio
de cultivo sin nitrégeno, a las que se afiadieron 0,9 ml de una

mezcla de ensayo que contenia 40 ml de agua destilada, 10 ml de
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Tris-HCl 0,5 M, pH 7,5, 42,5 mg de nitrato sédico y 2,6 mg de
metil violdégeno. La reaccién se inicié anadiendo 0,1 ml de una
disolucién reciente de ditionito sédico en Tris-HC1l 0,5 M, pH
7,5, que contenia 40 mg por ml. La actividad total de la enzima
se midio del mismo modo, incubandc previamente 1las células
permeabilizadas con 50 ul de una disolucién 6 mM de ferricianuro

potasico durante 2 min a 30° C.

La reaccién comenzé al afiadir el ditionito y después de 10
min a 30° C se paré agitando vigorosamente hasta oxidar el
exceso de reductor. El1 nitrito producido se midié después de
separar por centrifugacién los restos celulares. Una unidad de
actividad enzimatica representa la cantidad de enzima necesaria

para formar 1 umol de nitrito por min.
Nitrito reductasa

La actividad nitrito reductasa se midié in vitro como
desaparicidén de nitrito, empleando metil violégeno reducido como
donador de electrones (Vega et al. 1980). Las células contenidas
en 10 ml de cultivo se recogieron por centrifugacidén y se
sumergieron durante 30 s en aire 1liquido, descongelandose
posteriormente en presencia de 0,5 ml de Tris-HC1l 20 mM, pH 8,0.
La suspensidén resultante se centrifugé a 10.000 x g durante 10
min, tomdndose a continuacién 0,4 ml del sobrenadante a los que
se ahadieron 0,5 ml de una mezcla de reaccidén que contenia 30 ml

de agua destilada, 10 ml de Tris-HCl 0,5 M, pH 8,0, 25 mg de
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nitrito potdsico y 51 mg de metil violégeno.
afladieron 0,1 ml de una disolucidén reciente de ditionito sédico

conteniendo 100 mg por cada ml de NaHCO3 0,2 M.

La reaccién se inicidé al afadir el ditionito y después de 10
min a 40° C se paré agitando fuertemente hasta oxidar el exceso
de reductor. Una unidad de actividad enzimatica representa 1la
cantidad de enzima necesaria para hacer desaparecer 1 umol de

nitrito en 1 min.
Separacién de isoenzimas con actividad glutamina sintetasa

Extractos obtenidos a partir de 10 g de células (peso humedo)
se aplicaron a una columna de DEAE-celulosa (32 x 1,6 cm)
equilibrada previamente con tampén estandar. La columna se lavé
a continuacién con 200 ml del tampén conteniendo NaCl 50 mM.
Finalmente, 1la actividad GS se separé de la columna con un
gradiente lineal de NaCl desde 50 hasta 250 mM en 200 ml de
tampon estandar. Todo el proceso se realizé a un flujo de 15 ml

n1.

Purificacién de ferredoxina

En los ensayos de actividad FA-GOGAT se utilizé ferredoxina
de C. reinhardtii, purificada sequn el método descrito por
Galvan et al. (1985). La relacién de absorbancias de la proteina

purificada, A fue 0,5 aproximadamente.
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Tratamiento con sulfato de protamina

A un extracto crudo obtenido por descongelacidén en presencia
de tampén fosfato potasico 50 mM, pH 7,0 (5 ml por g de peso
humedo de células), se le afadié una disolucidén de sulfato de
protamina al 2 % (p/v) (1 ml por cada 10 ml de extracto),
ajustada a pH 7,0 con KOH. Después de unos 10 min con agitacidn

suave, la suspensidén se centrifugé a 16.000 x g durante 15 min.

Cromatografia en DEAE-sefacel

El sobrenadante resultante del tratamiento con protamina ée
aplicé a una columna de DEAE-sefacel (40 x 2,6 cm) equilibrada
con tampdén fosfato. Después de lavar ia columna con 750 ml de
dicho tampdén conteniendo NaCl 0,3 M, la ferredoxina se eluyé de
la columna con NaCl 0,5 M en el tampén. Todo el proceso se

realizé a un flujo de 60 ml h™ 1.

Las fracciones de la etapa anterior que contenian ferredoxina
se mezclaron, se diluyeron 5 veces con tampdén fosfato potasico
50 mM, pH 7,0 y se aplicaron a wuna segunda columna de
DEAE-sefacel (40 x 1,6 cm) equilibrada con el mismo tampédn. Tras
lavar la columna con 300 ml de tampén conteniendo NaCl 0,2 M, la
ferredoxina se eluyé de la columna con un gradiente lineal desde
0,2 hasta 0,7 M de NaCl en 300 ml de tampén. En este caso, la

cromatografia se realizé a un flujo de 35 ml n~1l. Las fracciones
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con ferredoxina se mezclaron y se dializaron durante una noche

frente a 5 1 de tampdn.
Didlisis

Las didlisis para la eliminacién de sales se realizaron en
bolsas de celulosa (2,4 nm de tamafio de poro), que se habian
hervido en una mezcla de NaHCO3 al 1 % (p/V) ¥ NaZEDTA al 0,01 %
(p/v) durante 30 min y lavado a continuacién con abundante agua

destilada, almacendndose hasta su uso en una disolucién de azida

sédica al 2 % (p/v).
Variacién experimental

Los resultados mostrados Qon datos representativos o valores
medios de al menos dos experimentos independientes realizados
con diferentes cultivos. En el segundo caso, las medias se
presentan con las corresbondientes desviaciones estandar (SD) y

el numero de experimentos realizados (n)
Aparatos y reactivos

Las medidas de absorbancia se realizaron a temperatura
ambiente en los espectrofotémetros ultravioleta-visible Bausch &
Lomb, modelo Spectronic 2000, y Beckman, modelo DU-7. Se
utilizaron cubetas de cuarzo para longitudes de onda inferiores

a 340 nm y de plastico o cristal para el resto.
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Las centrifugaciones se realizaron con centrifugas
refrigeradas Sorvall, modelo RC-5B con rotores SS-34 y GSA, y
Beckman, modelo J2-21 con rotores JA-20 y JA-14. Para la
determinacién de las actividades enzimaticas in situ , las
células se recogieron con una centrifuga Heraeus, modelo
Labofuge. Las preparaciones de volumen inferior a 1,5 ml se

centrifugaron en una centrifuga Eppen&orf, modelo 5415.

En las cromatografias se utilizaron columnas de Pharmacia,
las bombas peristalticas Pl de Pharmacia y Microperpex 2132 de
LKB y los colectores de fracciones Frac-100 de Pharmacia y
Redirac 2112 de LKB. La absorbancia a 280 nm se midié con un
monitor ultravioleta Uvicord SII, modelo 2238, acoplado a un

registrador modelo 2210, ambos de LKB.

Las pesadas se efectuaron en balanzas Mettler, modelos PE
3600 y AE 160, las medidas de pH con un pH-metro Beckman, modelo
® 70 y las de oxigeno con un electrodo tipo Clark de Hansatech,

provisto de un registrador Linseis, modelo 6512.

La procedencia de los productos quimicos que se citan era la
siguiente: Sigma proporcioné el ADP, aminooxiacetato, azaserina,
DTE, ¥-glutamil hidroxamato, L-glutamina, metil violdégeno, MOPS,
MSX, NADH, trizma base, 2-oxoglutarato, PMSF, el sulfato de
protamina y la DEAE-celulosa. Las sales empleadas en mayor

cantidad en los medios de cultivo, fosfatos, nitrato y nitrito

38



potasico y cloruro aménico, asi como el hidréxido de potasio
eran de Panreac, el hipoclorito sédico de Aldriéh, la resina de
intercambio anidénico AG 1-X8 de BioRad, el agar de Difco, 1la
DEAE-sefacel de Pharmacia y la GDH de Boehringer. Los restantes
productos quimicos utilizados eran de grado analitico vy
procedian de Merck. Las bolsas de celulosa para las didlisis
(Visking) fueron proporcionadas por Serva. Por otra parte, el
agua destilada se obtuvo de un destilador Aquatron; modelo AS8S,
el anhidrido carbdénico se adquirié a la Sociedad Espafiola del
Oxigeno y el aire liquido lo suministré el Servicio de Criogenia

de la Universidad de Sevilla.
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RESULTADOS Y DISCUSION



|. EFECTO DE LA CARENCIA DE NITROGENO SOBRE LA ASIMILACION

DE AMONIO POR CHLAMYDOMONAé REINHARDTII



Resumen

- Células de Chlamydomonas reinhardtii sometidas previamente a
carencia de nitrégeno son capaces de consumir nitrato, nitrito o
amonio en oscuridad y sin fuente de carbono organico en el
medio. El1 consumo de amonio en oscuridad es alrededor de un 25 %
mayor que en luz; por el contrario, los consumos de nitrato o

nitrito en oscuridad son significativamente menores que en luz.

La carencia de nitrdégeno aumenta el nivel intracelular de las
actividades glutamina sintetasa y glutamato sintasa. E1l
incremento de la GS1 (3 veces) y la NADH-GOGAT (4,5 veces) es

mayor que el de la GS2 (1,5 veces) y la FA-GOGAT (1,5 veces).

Experimentos realizados éon MSX, azaserina y metilamonio
sugieren que: i) El1 amonio y/o la L-glutamina mantienen
parcialmente inhibida la expresién de 1las actividades GS y
FA-GOGAT; y ii) un producto resultante de ‘la asimilacién de

amonio puede ser modulador negativo de la actividad NADH-GOGAT.
Introduccién

La asimilacién de amonio en C. reinhardtii ocurre a través de
la ruta GS/GOGAT (Cullimore y Sims 198la, Florencio y Vega
1983a). En esta alga hay dos enzimas con actividad glutamina

sintetasa, GS, y GS que pueden separarse por cromatografia de

1 2
intercambio idénico (Florencio y Vega 1983b) y dos glutamato
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sintasas, NADH-GOGAT y Fd-GOGAT (Cullimore y Sims 1981b, Marquez
et al. 1984), lo que parece ser una caracteristica comin a la
mayoria de células fotosintéticas. En plantas, 1la GS1 esta

localizada en el citosol y la GS, en el cloroplasto (Mann et al.

2
1980, Hirel y Gadal 1981), mientras que ambas GOGAT son enzimas
plastidicas (Suzuki y Gadal 1984). En C. reinhardtii, 1la
actividad GS esta repartida entre el <citoplasma y el
cloroplasto, mientras que las actividades Fd-GOGAT y NADH-GOGAT
aparecen exclusivamente en el cloroplasto (Fischer y Klein
1988). Por consiguiente, no parece que haya dos sistemas
GS/GOGAT separados espacialmente dentro de la célula. En algas
eucaridticas, el papel fisiolégico de las dos GS y las dos GOGAT
no se conoce con precisién, mientras que en plantas el

aislamiento de mutantes deficientes en GS., o Fd-GOGAT capaces de

2
crecer normalmente sélo cuando se suprime la fotorrespiracién
(Somerville Y Ogren 1980, Kendall et al. 1986, Wallsgrove et al.
1986) revela que el papel principal de ambas enzimas es la

reasimilacién del amonioc liberado durante dicho proceso.

El mantenimiento de células de C. reinhardtii en un medio de
cultivo sin fuente de nitrégeno aumenta el nivel intracelular de
las enzimas implicadas en 1la incorporacién de amonio a
esqueletos carbonados y también la capacidad de las células para
asimilar amonio (Marquez et al. 1986), lo que parece ser un
fendmeno general en microalgas (Hipkin et al.1983). Ademas de
suprimiendo 1la fuente de nitrégeno del medio, una situacién

carencial similar puede inducirse inhibiendo la asimilacién de
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amonio al afadir al cultivo MSX, inhibidor de la GS, o

azaserina, inhibidor de la GOGAT y de las restantes reacciones
de transferencia del grupo amido de 1la L-glutamina. El
metilamonio es un andlogo estructural del amonio que las células
de C. reinhardtii no pueden usar como fuente de nitrdgeno
(Franco et al. 1984). Por lo tanto, también en presencia de
metilamonio como uUnico compuesto nitrogenado en el medio de
cultivo se desarrolla en las células una situacién de carencia
de nitrégeno. Estas situaciones nutricionales que causan
deficiencia en nitrégeno van acomparfiadas paraddjicamente de la
acumulacién intracelular de distintos compuestos nitrogenados,
circunstancia que puede aprovecharse para establecer una
correlacién entre esos compuestos y los niveles intracelulares

de las actividades GS y GOGAT.

Resultados y discusién

Consumo de nitrégeno inorgdnico por células deficientes en este

elemento

La Tabla 1 muestra las velocidades de consumo de nitrato,
nitrito o amonio por células de C. reinhardtii en diferentes
condiciones nutricionales. La utilizacién de nitrdégeno
inorganico es dependiente de la luz en células cultivadas con
suficiente nitrdégeno, como se ha descrito previamente (Thacker y
Syrett 1972, Florencio y Vega 1983a). Los consumos de nitrato y

nitrito por células sometidas previamente a carencia de
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Tabla 1. Consumo de nitrégeno 1inorgdnico en diferentes
condiciones nutricionales. Las células normales se cultivaron
con nitrato como fuente de nitrégeno. La deficiencia en
nitrégeno se consiqguié al resuspender dichas células en un medio
sin N y mantenerlas durante 18 h en condiciones de crecimiento.
En los experimentos de consumo, las células se recogieron y
resuspendieron (25 ug Chl ml-l) en medio de cultivo. A tiempo
cero, se afadid a las suspensiones celulares 0,25 mM de nitrato,
nitrito o amonio. La concentracién de estos compuestos en el

medio se determind cada 5-10 min.

Condiciones Consumo de nitrégeno inorgéanico
experimentales umol (mg Chl)_1 n~1

- - +

NO3 NO2 NH4

Células normales‘
Luz ' 7,5 12,7 13,8

Oscuridad 0,4 0,1 0,6

Células deficientes en N
Luz 8,4 12,8 24,0

Oscuridad 5,6 6,7 30,3
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nitrégeno son similares a los observados en células que no 1lo
habian sido, mientras que la velocidad de consumo de amonio
practicamente se duplica. Por otra parte, las ceélulas
deficientes en nitrégeno y mantenidas en oscuridad muestran dos
caracteristicas relevantes: i) Consumen nitrato, nitrito o
amonio, indicando que 1los compuestos orgdnicos de carbono
acumulados durante el periodo de carencia de nitrégeno se
movilizan para proporcionar los esqueletos carbonados, 1la
energia y el poder reductor necesarios para el consumo; y ii) El
consumo de amonio es significativamente mayor que en 1luz
"(alrededor de un 25 %). Por el contrario, los consumos de

nitrato y nitrito son menores en oscuridad que en luz.

La elevada capacidad para utilizar amonio observada en
células de C. reinhardtii deficientes en nitrégeno puede
relacionarse con distintos factores. Por una parte, con el
notable incremento de las actividades GS y GOGAT que ocurre en
dichas condiciones (véase mAs adelante). Por otra, se ha
propuesto que 1la carencia de nitrégeno determina en C.
reinhardtii la aparicidén de una nueva permeasa para el amonio
(Franco 1986). Al mayor consumo de amonio puede contribuir
también una utilizacién eficaz de las reservas enddgenas de
carbono organico. En las microalgas eucaridticas Chlorella y
Amphidinium se ha observado que el amonio estimula 1la
utilizacién de carbohidratos, movilizando una fraccién de 1los
mismos no disponibles para el consumo de nitrato (Syrett 1987,

Dixon y Syrett 1988). Los citados autores han propuesto que la
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formacién de algun derivadov metabdlico del amonio, dque se
produciria en menor cantidad o mas lentamente a partir de
nitrato, promueve la degradacién de polisacadridos, aumentando el
suministro de esqueletos carbonados disponibles para 1la
asimilacién de amonio. En este contexto, es interesante sefialar
que en Neurospora crassa se ha observado que un aumento de la
velocidad de sintesis de L-glutamina estimula la degradacidn de
sacarosa (Hernandez y Mora 1986), estando este efecto mediado
posiblemente por un cambio en la relacién ATP/ADP. Un mecanismo
de este tipo explicaria la falta de estimulacidén por carencia de
nitrégeno del consumo de nitrato, un hecho observado también en
otras microalgas (Dortch et al. 1982), que podria atribuirse a
una reducida disponibilidad de esqueletos carbonados. La
capacidad de las células para asimilar rapidamente amonio, pero
no nitrato o nitrito, puede representar una adaptacién
fisioldégica que permita utilizar con rapidez, y antes de su
dilucidén en el medio circundante, pulsos de amonio, los cuales
pueden ser accesibles de forma intermitente como resultado de la
actividad metabdélica de organismos heterétrofos (McCarthy vy

Goldman 1979).

Otra caracteristica interesante del consumo de amonio por
células de C. reinhardtii es el hecho de que sea mayor en
oscuridad que en luz, lo que puede relacionarse con el aumento
de actividad NADH-GOGAT encontrado en células sometidas a
carencia de nitrégeno (véase mas adelante). La NADH-GOGAT puede

actuar como una enzima auxiliar para la asimilacién de amonio en
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aquellas situaciones en 1las que 1la produccién de NADH es
elevada, lo que probablemente ocurre cuando se mantienen en
oscuridad células enriquecidas en reservas de carbono organico,
como son las sometidas a carencia de nitrégeno. De hecho, es
posible que el aumento de esta actividad enzimatica sea
promovido por un incremento del nivel intracelular de NADH, como
sugiere el alto nivel de NADH-GOGAT encontrado en células de C.

reinhardtii cultivadas heterotréficamente (Marquez et al. 1986).

Efecto de la carencia de nitrégeno sobre las actividades

glutamina sintetasa y glutamato sintasa

En C. reinhardtii, la carencia de nitrdégeno eleva el nivel
intracelular de las actividades GS y GOGAT. La GS1 (3 veces)
aumenta mas que la GS2 (1,5 veces) (Fig. 1), al igual que ocurre
en Chlorella kessleri (Sumar et al. 1984), mientras que la
NADH-GOGAT (4,5 veces) lo hace mas que la Fd-GOGAT (1,5 veces)
(Figs. 2 y 3). Estos resultados sugieren algin tipo de
asociacién funcional entre la GS, ¥ la NADH-GOGAT. Sin embargo,
no parece que ambas enzimas constituyan un sistema GS/GOGAT
citoplasmatico separado de otro cloroplastico formado por la GS2
y la Fd-GOGAT, dado que recientes estudios de citolocalizacién
con cloroplastos intactos y protoplastos de esta alga muestran
que ambas GOGAT estan en el cloroplasto; por el contrario, una

significativa fraccién de actividad GS aparece fuera del mismo

(Fischer y Klein 1988).
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Fig. 1. Perfil de elucién de la actividad GS adsorbida en una
columna de DEAE-celulosa. Extractos crudos , preparados a partir
de células cultivadas con nitrato, y, en su caso, depositadas a
continuacién en un medio sin fuente de N durante 18 h, se
filtraron a través de una columna de DEAE-celulosa (32 x 1,6 cm)
equilibrada con tampén estandar. Tras lavar con el mismo tampén
suplementado con NaCl 50 mM, la actividad GS se separé de la
columna con un gradiente lineal de NaCl en tampdn estandar,

recogiéndose fracciones de 2 ml.
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Fig. 2. Nivel intracelular de actividad NADH-GOGAT en células
tratadas con MSX. Se usaron células crecidas con amonio. A
tiempo cero, se afadié MSX 1 mM a una parte del cultivo,
mientras que otras células del mismo se recogieron Yy
resuspendieron en un medio sin fuente de N. Tras 18 h de
incubacién en condiciones de crecimiento, se determind 1la

actividad NADH-GOGAT (100 % de actividad = 0,75 U (mg Chl)_l).
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Fig. 3. Nivel intracelular de actividad Fd-GOGAT en células
tratadas con MSX. Se usaron células crecidas con amonio. A
tiempo cero, se afadié MSX 1 mM a una parte del cultivo,
mientras que otras células del mismo se recogieron Yy
resuspendieron en un medio sin fuente de N. Tras 18 h de
incubacién en condiciones de crecimiento, se determiné 1la
actividad Fd-GOGAT. Los resultados mostrados son 1los valores

medios (+ SD) de 4 experimentos independientes.
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Parece probable que la expresién de estas enzimas esté
parcialmente reprimida por compuestos nitrogenados, que sean
relativamente abundantes en célulés cultivadas con un exceso de
nitrégeno y disminuyan al transferir las células a un medio
desprovisto de este elemento (Hipkin y Syrett 1977, Everest et
al. 1986). Por otra parte, el elevado tiempo de incubacién en
ausencia de nitrégeno que ha de transcurrir para gque las
actividades GS y GOGAT alcancen valores maximos (18-21 h)
sugiere que el aumento de actividad requiere, al menos
parcialmente, sintesis de proteinas. En cultivos sincroénicos de
Chlorella sorokiniana se ha observado que el incremento de
actividad GS causado por la carencia de nitrégeno es debido
tanto a activacién enzimatica como a sintesis de nueva proteina
(Tischner y Huttermann 1980). La aparente estimulacidén de la
sintesis de las proteinas relacionadas con la asimilacién de
amonio cuando las células no disponen de nitrdégeno exdgeno
exigiria una redistribucién del nitrégeno intracelular,
formandose esas ‘proteinas a expensas de otras proteinas o
pigmentos que pueden ser parcialmente redundantes cuando el
crecimiento estd limitado (Everest et al. 1986). De hecho, en C.
reinhardtii el recambio de proteinas es muy intenso en

condiciones de deficiencia en nitrégeno (Hipkin et al. 1982).
Inhibicién del consumo de amonio por MSX o azaserina

En células de C. reinhardtii tratadas con MSX o azaserina se

observa una completa inhibicién del consumo de amonio (Fig. 4).
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Fig. 4. Inhibicién del consumo de amonio por MSX o azaserina.
Células cultivadas con amonio se recogieron y resuspendieron (25
ug Chl ml-l) en un medio sin N. La suspensién celular se dividié
en tres partes, afiadiéndose donde se indica MSX 1 mM o azaserina
(AZA) 5 mM. Después de 30 min en condiciones de crecimiento, se
afiadié a los cultivos 0,5 mM de NH4C1, determindndose a 1los

tiempos indicados la concentracién de amonio en el medio.
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Por consiguiente, 1la adicién de alguno de estos compuestos
genera en las células una situacién de carencia de nitrdégeno a
pesar de la presencia de amonio en el medio de cultivo. La
deficiencia en nitrégeno asi inducida puede estar acompanada de
la acumulacién dentro de 1la célula de algunos compuestos
nitrogenados. Como ilustra el esquema, la adicién de MSX a
células que asimilan amonio a través de la ruta GS/GOGAT aumenta
el nivel intracelular de amonio y la de azaserina los de amonio
Y L-glutamina (van der Meulen y Bassham 1959, Stewart y Rowell

1975, Wolk et al. 1976, Stewart y Rhodes 1976).

[————- L-glutamato

NHZ » L-glutamina > L-glutamato
GS GOGAT
Te Te
MsX Azaserina

Nivel intracelular de las actividades glutamato sintasa en

células tratadas con MSX

En los experimentos que se muestran en las Figuras 2 y 3, se
estudia también el efecto que 1la limitacién de nitrégeno
inducida por MSX tiene sobre 1las actividades GOGAT de C.
reinhardtii. El1 tratamiento con este compuesto eleva el nivel

intracelular de NADH-GOGAT, siendo dicho incremento igual al
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observado cuando se retira la fuente de nitrégeno del medio
(Fig. 2). Por el contrario, la actividad Fd-GOGAT no aumenta en
células tratadas con MSX (Fig. 3). Estos resultados sugieren que
el amonio disminuye la expresién de la actividad Fd-GOGAT,
mientras que un producto resultante de su asimilacién podria ser

modulador negativo de la NADH-GOGAT.

Nivel intracelular de 1la actividad glutamina sintetasa en

células tratadas con azaserina o metilamonio

En C. reinhardtii, el nivel intracelular de la actividad GS
se duplica tras 5 h de carencia de nitrégeno (Fig. 5). En
presencia de 5 mM de azaserina, lo que mantiene completamente
inhibida la actividad MVH-GOGAT, 6 1 mM de metilamonio, el nivel
de GS no experimenta variacién, sugiriendo estos resultados que
el amonio y/o la L-glutamina impiden la expresién maxima de la

actividad GS.

El metilamonio entra y se acumula en las células de C.
reinhardtti, donde es convertido por la GS en un unico producto
identificado como 7¥-N-metilglutamina (Franco et al. 1984).
cuando células mantenidas durante 4 h en presencia de
metilamonio se depositan en un medio desprovisto de nitrdégeno
(lo que disminuye el nivel intracelular de metilamonio y aumenta
el de metilglutamina) la actividad GS aumenta notablemente (Fig.
6). Este resultado sugiere que el amonio (metilamonio) y no la

L-glutamina (metilglutamina) puede ser el modulador negativo de
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Fig. 5. Nivel intracelular de actividad GS en células tratadas
con azaserina o metilamonio. Se utilizaron células crecidas con
amonio como fuente de N. A tiempo cero, se afnadié azaserina
(AZA) 5 mM a una parte del cultivo, mientras que otras células
del mismo se recogieron y resuspendieron en un medio sin fuente
de N, anadiéndose donde se indica metilamonio 1 mM. Después de 5
h de incubacién en condiciones de crecimiento, se determiné 1la
actividad GS de los distintos cultivos (100 % de actividad = 0,8

U (mg chl)™ ).
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Fig. 6. Efecto de la deficiencia en nitrégeno inducida por
metilamonio sobre la actividad GS. Células cultivadas con amonio
como fuente de N se recogieron y resuspendieron en un medio con
metilamonio 1 mM. Tras 4 h de incubacién en condiciones de
crecimiento, las células de una parte del cultivo se recogieron
Yy resuspendieron en un medio sin fuente de N. A los tiempos

indicados se determiné la actividad GS.
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la GS, si se admite que el amonio y el metilamonio actuam:de
modo similar, lo que puede no ocurrir, como se ha observado en
Phaeodactylum tricornutum donde ambos compuestos inhiben el

consumo de nitrato de manera diferente (Cresswell y Syrett

1984).

En este contexto, es interesante indicar que el amonio ha
sido propuesto como correpresor de la sintesis de 1la GS en la
cianobacteria Anabaena sp. 7120 (Orr y Haselkorn 1982). Por el
contrario, en Lemna minor (Rhodes et al. 1975) y en la bacteria
fotosintética Rhodopseudomonas capsulata (Romero et al. 1985a),
la sintesis de esta enzima parece estar regulada por L-glutamina

mas que por amonio.



[I. EFECTO DE LA LIMITACION DE C02 SOBRE LA UTILIZACION DE
NITROGENO INORGANICO POR CHLAMYDOMONAS REINHARDTII



Resumen

En Chlamydomonas reinhardtii, la limitacién del suministro de
co, inhibe notablemente la utilizacién de nitrato (alrededor de
un 70 %), mientras que la de nitrito disminuye solamente un 30
%. En estas condiciones, en presencia de 0,25 mM de nitrato todo
el nitrégeno consumido por 1las células se incorpora como
aminoacidos, mientras que en presencia de 0,25 mM de nitrito se
produce un exceso de amonio que las células excretan al medio de
cultivo. Estos resultados indican que hay un control dependiente
de CO2 que evita la reduccién superflua de nitrato y que no
actua cuando la fuente de nitrégenq es nitrito. ‘Ademés, la
utilizacién de nitrato, pero no 1la de nitrito, se inhibe
notablemente por amonio. El1 consumo de nitrato puede estar
regulado negativamente por amonio y/o algun producto de su
asimilacién, que se acumulan dentro de las células cuando se
reduce la disponibilidad de productos de la fijacidn de co, . La
actividad nitrato reductasa también disminuye (un 50 %
aproximadamente) al limitar el coz.
En cultivos de C. reinhardtii que utilizan nitrato se

observa, al limitar el CO la aparicién de nitrito y amonio en

2’
el medio cuando la concentracién de nitrato es igual o superior
a 1 mM. La produccién de nitrito, que aumenta al elevar 1la
concentracién de nitrato en el medio y que no ocurre en células

tratadas con MSX, revela una inhibicién de su .reduccién hasta

amonio.
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La limitacién de co, inhibe el consumo de amonio (alrededor
de un 70 %) antes de que ocurra una reduccidén apreciable de la
actividad glqtamina sintetasa. Por otra parte, el amonio
proveniente de nitrato se asimila a la misma velocidad que aquél
tomado directamente del medio. Estos resultados sugieren que la
inhibicién del <consumo de amonio esta «causada por una
disminucién del suministro de esqueletos carbonados y no por una
limitacién de su entrada en la célula o una pérdida de actividad

glutamina sintetasa.
Introduccidén

La asimilacién de nitrato es un proceso metabdlico de gran
importancia para 1la adquisicién de -nitrégeno por numerosos
microorganismos y plantas. Dos importantes caracteristicas de la
utilizacién de nitrato, comunes a numerosos organismos, son el

requerimiento de CO, y la inhibicién por amonio (Losada et al.

2
1981, Syrett 1981, Ullrich 1983, Guerrero y Lara 1987).

En microalgas, se ha descrito que la presencia de amonio
inactiva 1la nitrato reductasa (Losada et al. 1981), pero
demasiadollentaménte para que sea ésta la causa de la rapida
inhibicién del consumo de nitrato. De hecho, en ocasiones el
amonio inhibe la utilizacién de nitrato sin afectar a la NR
(Syrett y Leftley 1976, Flores et al. 1980). Se puede pensar,

pues, que el amonio impide la entrada de nitrato en la célula,
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lo que ha podido ser demostrado de forma concluyente en 1la
diatomea Phaeodactylum tricornutum (Cresswell y Syrett 1979) y
en- la cianobacteria Anacystis nidulans (Lara et al. 1987a),
donde se ha descrito que la presencia de amonio evita 1la
acumulacioén intracelular de nitrato. En Chlamydomonas
reinhardtii, el nitrato protege a la nitrato reductasa contra la
inactivacion reversible in vivo, que parece ser consecuencia de
la inhibicién previa de su transporte al interior de la célula
(Florencio y Vega 1982) y requisito para 1la posterior

degradacioén de la enzima (Franco et al. 1987).

Se ha observado que el amonio no impide la utilizacidén de
nitrato en ausencia de CO, (Syrett y Morris 1963) o en células
tratadas con MSX (Flores et al. 1980, Di Martino Rigano et al.
1982), condiciones en 1las Que no puede asimilarse, 1lo que
sugiere que 1la inhibicién no estd causada directamente por
amonio sino por algun producto de su asimilacién. Sin embargo,
en algunos casos, la pfesencia de MSX inhibe fuertemente el
consumo de nitrato (Florencio y Vega 1983a, Larsson et al.
1985a), lo que parece compatible con la participacién del amonio
por si mismo en el mecanismo de inhibicidn.

El requerimiento de CO, no se da en presencia de una fuente

2
de carbono organico en el medio (Davis 1953, Eisele y Ullrich
1977) ni en células sometidas a carencia de nitrégeno (Stevens y
van Baalen 1973, Flores et al. 1983b), lo que indica que el

efecto positivo que el CO, ejerce sobre la utilizacidén de

2
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nitrato estad mediado por productos de su fijacidén. Estos
productos pueden combinarse con metabolitos nitrogenados
inhibidores de 1la utilizacién de nitrato para formar otros
compuestos no inhibidores (Flores et al. 1983b, Romero et al.
1985b). Segun esta hipétesis, la adicién de amonio o la ausencia
de co, detienen el consumo de nitrato porque los metabolitos
inhibidores se acumulan dentro de la célula debido al aumento de
su produccién o a la falta de esqueleﬁos carbonados, reépectiva-

mente. Nuestros resultados sugieren que un control similar puede

actuar en C. reinhardtii.

Algunas microalgas son incapaces de reducir nitrato en
ausencia de 002 a pH bajo (alrededor de 6) pero pueden hacerlo a
pH alto (alrededor de 8), produciéndose en este caso una
reduccién futil de nitrato que conduce a 1la acumulacién de
nitrito y amonio en el medio (Eisele y Ullrich 1977, Larsson y
Andersson 1981, Di Martino Rigano et al. 1985). La produccién de
nitrito, observada en C. reinhardtii cuando las células utilizan
concentraciones altas de nitrato en aire o aire libre de co,
(Azuara y Aparicio 1983, 1984), puede reflejar la existencia de
algun tipo de control sobre su reduccién hasta amonio. Nuestros
datos indican que en C. reinhardtii la limitacién de co, en

presencia de nitrato causa una inhibicién de 1la reduccidén de

nitrito.
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Resultados y Discusién

Efecto del amonio sobre el consumo de nitrato o nitrito

La adicién de amonio a cultivos de C. reinhardtii que se
mantienen en una atmésfera de aire enriquecido en CO, causa una
inhibicién inmediata y completa de la utilizacién de nitrato o
nitrito (Fig. 7, izquierda), hecho previamente descrito en
Chlamydomonas (Thacker y Syrett 1972, Florencio y Vega 1983a) y
en muchos otros organismos. Sin embargo, 1la inhibicién por
amonio de la utilizacidén de nitrato o nitrito no es completa
cuando se limita el Co2 a las células. Ademas, su extensidn es
diferente en ambos casos: mientras que la inhibicién deél consumo
de nitrato es todavia alta (alrededor de un 70 %), la del de
nitrito es baja (alrededor de un 25 %) (Fig. 7, derecha), lo que

sugiere que la inhibicién de la utilizacién de nitrato depende

menos de la asimilacién de amonio que la del consumo de nitrito.

Estos resultados apoyan la hipétesis de que el consumo de
nitrato se inhibe por amonio y/o alguin producto primario de su
asimilacién cuya produccién no disminuye al limitar el
suministro de esqueletos carbonados, mientras que el de nitrito
es controlado negativamente por algun producto secundario de la
asimilacién de amonio, cuya formacién bajo aire esta
probablemente 1limitada por 1la reducida disponibilidad de

productos de la fijaciodén de coz.
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Figura 7. Efecto del amonio sobre los consumos de nitrato y
nitrito. Células cultivadas con nitrato se resuspendieron en un
medio sin N. A partir de la suspensidén resultante se prepararon
dos cultivos, a los que se anadiéd KNO, o KNO, 2 mM. Tras 2 h de
incubacién en la atmésfera indicada, las células de cada cultivo
se resuspendieron (25 ug Chl ml-l) en un medio sin N. A tiempo
cero, se anadié 0,25 mM de KNO3 (a las células que fueron
incubadas previamente con nitrato) o KNO,, (a aquellas mantenidas
previamente en presencia de nitrito), y, donde se indica, 1 mM
de NH,Cl (barras blancas). El 100 % de los consumos de NO. o No;
fue respectivamente 14,5 y 16,2 (en aire + C02) y 5,6 + 1,0 y
10,4 + 0,5 (n=4) (en aire) (valores expresados en umol (mg

ch1)~t 7Yy,
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Dado que la reaccién catalizada por la GOGAT, que utiliza
como sustratos 2-oxoglutarato y L-glutamina, es el primer punto
de conexidén entre los metabolismos del carbono y del nitrdgeno,
parece probable que la limitacidén de co, disminuya el aporte de
2-oxoglutarato y, por consiguiente, 1la velocidad del ciclo
GS/GOGAT en dicho punto, aumentando al afiadir amonio los niveles
de amonio y L-glutamina dentro de 1la célula. Asi pues, 1la
L-glutamina parece ser un buen candidato para el papel de

producto primario modulador de la utilizacién de nitrato.

Alternativamente, la inhibicién de los consumos de nitrato o
nitrito puede estar causada por algun cambio metabdlico (mas que
por el aumento en la concentracién de algun metabolito
nitrogenado), inducido por la aceleracién del metabolismo del
nitrégeno que puede ocurrir cuando aumenta la disponibilidad de
amonio. De hecho, en Anacystis nidulans, donde la inhibicién por
amonio requiere que éste sea asimilado (Flores et al. 1980), no
se ha encqntrado una correlacién positiva entre el nivel
intracelular de aminoacidos y 1la inhibicién del consumo de
nitrato (Lara et al. 1987b, Romero et al. 1987). En este
contexto, en Neurospora crassa se ha propuesto que es la
velocidad con que se sintetiza 1la L-glutamina, Yy no su
concentracién, la que regula el catabolismo de la sacarosa
(Hernandez y Mora 1986), probablemente a través de cambios en la
relacién ATP/ADP. No obstante, la primera hipotesis resulta mas
atractiva porque ofrece 1la posibilidad de  relacionar mas

facilmente los efectos del co, y del amonio sobre la utilizacidn
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de nitrato (véase mas adelante).

Es interesante sefialar que en cultivos de C. reinhardtii en
aire y en presencia de amonio se observa un significativo
consumo de nitrato (véase Fig. 7, derecha), sugiriendo que en el
control del mismo pueden intervenir, ademas de los productos
indicados anteriormente, otros metabolitos derivados de la
asimilacién de amonio. De hecho, en Anabaena cycadae se ha
propuesto un control mixto de la utilizacién de nitrato por
amonio y derivados metabdlicos suyos (Bagchi et al. 1985). Un
‘control de este tipo permitiria que la utilizacién de nitrato se
regulase en funcién tanto de 1la capacidad para asimilarlo
(indicada por la disponibilidad de esqueletos carbonados) como
de la necesidad de compuestos orgdnicos nitrogenados (detectada

por el nivel de ciertos metabolitos nitrogenados secundarios).
Control por COZ del consumo de nitrato

Cuando se limita el CO2 a cultivos de C. reinhardtii, la
inhibicién del consumo de nitrato es mayor que la del de nitrito
(Tabla 2). Por otra parte, la produccién de amonio y 1la de
esqueletos carbonados disponibles para su asimilacién presentan
un balance equilibrado si 1las células utilizan 0,25 mM de
nitrato pero no cuando usan la misma concentracién de nitrito,
observandose en este ultimo caso una acumulacién de amonio en el

medio (Fig. 8). Estos resultados indican la existencia de un

mecanismo de control dependiente de Co, para el consumo de
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Tabla 2. Efecto de la limitacidén de COZ sobre la utilizacidén de
nitrato o  nitrito. Células cultivadas con nitrato se
resuspendieron (20-30 ug Chl ml_l) en un medio sin N. La
suspensién resultante se dividié en cuatro cultivos, anadiéndose
a dos de ellos KNO3 2 mM vy a los dos restantes la misma
concentracién de KNO,. Dos de los cultivos (uno con nitrato y
otro con nitrito) se mantenian en una atmésfera de aire
enriquecido en co, vy los otros dos en una de aire. Después de 2
h en la atmésfera indicada, las células se recogieron Yy
resuspendieron (25 ug Chl ml-l) en un medio sin N y a tiempo
cero se anadié 0,25 mM de KNO, (a las células que se incubaron
previamente con nitrato) o KNO,, (a aquellas mantenidas

previamente en presencia de nitrito). Los experimentos de

consumo se realizaron en la atmésfera que se indica en cada

caso.
Condiciones Consumo de nitrégeno inorganico No;/No;
experimentales umol (mg Chl)-l hfl
NO:3 NO2
Células en aire 20,5 20,0 1,0

enriquecido en CO2

Células en aire 8,7 13,8 0,6
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Figura 8. Estudio de la produccién de amonio en presencia de
bajas concentraciones iniciales de nitrato o nitrito. Células
crecidas con nitrato se resuspendieron (20-30 ug Chl ml-l) en un
medio sin N. La suspensién resultante se dividié en dos
cultivos, afadiéndose a uno de ellos KNO3 2 mM y al otro 1la
misma concentracion de KNO,, . Después de 2 h en una atmésfera de
aire, las células se recogieron y resuspendieron (25 ug Chl
ml—l) en un medio al que se afiadié a tiempo cero 0,25 mM de KNo3
(a las células que fueron incubadas con nitrato) o KNO2 (a

aquellas mantenidas previamente en presencia de nitrito).

© AMONIO EN EL MEDIO, uM
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nitrato que evita la reduccién superflua del mismo.

Una situacién similar se ha descrito en Scenedesmus
obtusiusculus, con un control por 002 actuando sobre el consumo
de nitrato pero no sobre el de nitrito (Larsson et al. 1982b).
La ausencia de un control preciso de la utilizacidén de nitrito
puede reflejar 'la falta de presién selectiva para desarrollarlo
dado que el nitrito no es una fueﬁte natural de nitrdégeno
inorganico. En C. reinhardtii este mecanismo de control opera
probablemente a través de productos de la fijacién de COZ, Como

indica la ausencia de requerimiento de CO2 para usar nitrato

observada en células sometidas a carencia de nitrégeno (Tabla 3).

El efecto del CO2 sobre el consumo de nitrato puede
relacionarse con la inhibicién del mismo promovida por amonio,
como se ha propuesto para la cianobacteria Anacystis nidulans
(Flores et al. 1983b, Romero et al. 1985b). Nuestra hipétesis de
trabajo consiste en que la poca disponibilidad de esqueletos
carbonados puede causar la acumulacién intracelular de amonio y
algun producto primario de su asimilacién, probablemente
L-glutamina, los cuales, como se indicé anteriormente, inhiben
el consumo de nitrato (pero no el de nitrito). Cuando aumenta el

suministro de CO el nivel de los compuestos inhibidores

2’
disminuye al combinarse con productos de la fijacién de Co,, para

generar otros compuestos organicos nitrogenados no inhibidores.

El control por CO. puede mostrar una dependencia del pH, como

2
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Tabla 3. Efecto de 1la carencia de CO2 sobre el consu
nitrato. Las células normales se cultivaron con nitrato Como
fuente de N, obteniéndose la deficiencia en este elemento al
resuspender dichas células en un medio desprovisto del mismo y
mantenerlas durante 18 h en condiciones de crecimiento. En los
experimentos, las células se recogieron y resuspendieron (25 ug

Chl ml-l) en medio de cultivo, afiadiéndose a tiempo cero, 0,25

mM de nitrato.

Tipo de células Consumo de nitrato, nmol m "t n7t
minus CO2 plus CO2
Normales 27 250

Deficientes en N 228 225




se ha descrito en Ankistrodesmus braunii (Eisele y Ullrich
1977), donde el requerimiento de co, para la reduccion de
nitrato solamente se observa a pH bajo (alrededor de 6),
mientras que a pH alto (alrededor de 8) las células son capaces

de reducir nitrato en ausencia de CO incluso cuando se les

2I
aflade amonio. Es decir, en esas condiciones desaparecen
simultaneamente los controles de la utilizacién de nitrato por
Co, y por amonio, lo que apoya la hipdétesis que los considera
manifestaciones de un Unico mecanismo regulador, que inhibiria
la wutilizacién de nitrato actuando probablemente sobre su
entrada en la célula, como se ha observado en la diatomea
Phaeodactylum tricornutum donde la acumulacién intracelular de
nitrato se impide por la adicién de amonio (Cresswell y Syrett

1979) o por la ausencia de CO2 (Syrett 1989). Resultados

similares se han descrito en A. nidulans (Lara et al. 1987a).

Efecto de la concentracién de nitrato o nitrito en el medio
sobre la inhibicién por limitacidén de CO2 del consumo de &ambos

iones

Como se muestra en la Fig. 9, en cultivos de C. reinhardtii,
el aumento de la concentracién inicial de nitrito en el medio
desde 0,25 hasta 2 mM evita la ligera inhibicién de su consumo
observada cuando se 1limita al CO a las células. Estos

2

resultados sugieren que la limitacién de co,, inhibe la entrada

de nitrito en la célula (si bien no lo suficiente para evitar su

reduccién superflua, como se ha sefialado anteriormente) cuando
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Figura 9. Efecto de la concentracién de nitrato o nitrito sobre
la inhibicidén por limitacién de COZ del consumo de ambos iones.
Las condiciones experimentales fueron las indicadas en la Tabla
2, resuspendiéndose finalmente las células para los experimentos

de consumo en presencia de nitrato o nitrito a la concentracidén

inicial que se indica en cada caso.
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su concentraccidén en el medio de cultivo es relativamente baja.
El hecho de’ que un aumento similar de la concentracién de
nitrato en el medio no evite la inhibicién de su consumo (Fig.
9), parece indicar que al limitar el suministro de 002 disminuye
la capacidad de reducir nitrato (y no solamente 1la de

transportarlo al interior de la célula).
Inactivacién de la nitrato reductasa por limitacién de CO2

Cuando se 1limita el suministro de co, a células de C.
reinhardtii, se pierde alrededor de un 50 % de actividad nitrato
reductasa (Fig. 10), que se recupera completamente al tratar con
ferricianuro 1las células permeabilizadas (Fig. 11). Esta
inactivacién no se observa en otras algas verdes, como
Scenedesmus obtusiusculus (Larsson et al. 1985b) o Chlorella
fusca (Kramer et al. 1988). En C. reinhardtii, el nitrato
protege la nitrato reductasa contra la inactivacién reversible
in wvivo, ya que ésta ocurre por distintos tratamientos que
impiden la entrada de nitrato en la célula (Florencio y Vega
1982, Cérdoba et al. 1985). Por lo tanto, la inactivacién de la
NR por 1limitacién de co, puede ocurrir porque en estas

condiciones disminuye el transporte de nitrato vy, por

consiguiente, el nivel intracelular del mismo.
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Figura 10. Inactivacién de la nitrato reductasa por limitaciodn

de COZ' Células cultivadas con nitrato se resuspendieron (25 ug

Cchl ml-l) en un medio sin N. A tiempo cero, se afiadié 5 mM de

KNO, a la suspensién celular, que se dividié a continuacidén en

dos partes; una de ellas se mantuvo en una atmdésfera de aire

enriquecido en CO, y la otra en una de aire. A los tiempos

2
indicados, se midié la actividad NR (100 % de actividad = 0,15

+ 0,02 U (mg chl)~}, n=3),
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Figura 11. Reactivacion por ferricianuro de la nitrato reductasa

inactivada por limitacién de CO Se procedié como se indica en

2
la figura anterior, y después de 240 min de incubacién se midié

la actividad NR, con o sin tratamiento previo con ferricianuro

(FeCN) de las células permeabilizadas. El1 100 % de actividad

’

nitrato reductasa fue 0,17 (- FeCN) 6 0,24 (+ FeCN) U (mg

ch1) 1.
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Produccién de nitrito y amonio en cultivos de células que

utilizan nitrato en aire

En cultivos de C. reinhardtii creciendo con 1 mM de nitrato
se observa la aparicién de nitrito y amonio en el medio cuando
se limita el co, (Fig. 12). Se da la circunstancia de que esta
produccién de nitrito ocurre sin que las células hayan agotado
la capacidad de reducirlo que muestran en ausencia de nitrato,
dado que cuando el nitrito proviene de la reduccién de nitrato,
la cantidad que se reduce hasta amonio representa algo menos del
30 % del nitrito exdgeno reducido por las mismas células (si la
concentracioén inicial de N inorganico en el medio es 1 mM, la
relacién entre los consumos de nitrato y nitrito en aire es
aproximadamente 0,3). En consecuencia, y dado que en aire la
asimilacién de amonio esta 1imitada, se acumula en el medio
mucho mas amonio cuando las células utilizan 1 mM de nitrito que
cuando usan la misma concentracién de nitrato como fuente de

nitrégeno (Fig. 13). Estos resultados revelan gque en presencia

de nitrato la reduccién de nitrito hasta amonio esta limitada.

En Chlorella fusca parece que la limitacidn de CO, inhibe una

permeasa cloroplastica encargada de transportar el nitrito
formado en el citosol para que sea reducido en el cloroplasto
(Kramer et al. 1988). Una situacidén de este tipo podria explicar
las observaciones antes mencionadas, ya que en cultivos
mantenidos en presencia de  nitrito, la concentracién

intracelular de éste podria ser lo suficientemente alta para
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Figura 12. Produccién de amonio y nitrito inducida por 1la

limitacién de COZ en presencia de nitrato 1 mM. Células

cultivadas con nitrato se recogieron y resuspendieron (25 ug Chl

ml_1

) en un medio que contenia 1 mM de KNO., como fuente de
nitrégeno. El1 cultivo se mantenia en una atmésfera de aire,
determindndose a los tiempos indicados las concentraciones de

nitrato, nitrito y amonio en el medio.
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Figura 13. Produccién de amonio inducida por la limitacidén de
COZ en presencia de nitrito 1 mM. Células cultivadas con nitrato
se resuspendieron (25 ug Chl ml_l) en un medio que contenia 1 mM
de KNO,, como fuente de nitrégeno. El1 cultivo se mantenia en una
atmésfera de aire, determinandose a los tiempos indicados las

concentraciones de nitrito y amonio en el medio.
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superar las restricciones de transporte impuestas por 1la
inhibicién de 1la permeasa. Esta hipdétesis requiere dque 1la
nitrato reductasa esté localizada en el citoplasma. Sin embargo,
esta enzima se ha encontrado, mediante técnicas de
inmunocitolocalizacién, en el pirenoide del cloroplasto de
diversas algas verdes, incluyendo entre ellas C. reinhardtii
(Lopez~Ruiz et al. 1985). No obstante, en cloroplastos aislados
de esta alga no se ha detectado actividad nitrato feductasa
(Fischer y Klein 1988), proponiendo los citados autores que la
enzima del pirenoide puede ser una reserva de proteina que no es

activa in vivo.

Por otra parte, se ha observado gque al elevar la
concentracién de nitrato en el medio hasta 10 mM aumenta la
cantidad de nitrito acumulado en el medio, al mismo tiempo que
disminuye la de amonio (Fig. 14), lo que sugiere que hay una
inhibicién por nitrato de la reduccién de nitrito en células de

C. reinhardtii.

Dado que en condiciones de limitacidén de co, el consumo de
poder reductor es menor en cultivos que utilizan nitrato que en
aquellos con nitrito (Fig. 15), puede descartarse que la
inhibicién antes mencionada se deba a una competencia por el
poder reductor. Por consiquiente, y ya que la actividad nitrito
reductasa de células en aire es practicamente la misma cuando se
cultivan con nitrato que cuando la fuente de nitrdégeno es

nitrito (Fig. 16), se puede pensar que el efecto inhibidor que
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Figura 14. Efecto de 15 concentracién de nitrato sobre la
produccién de nitrito y amonio por células que utilizan nitrato
en aire. Células crecidas con nitrato se resuspendieron (25 ug
Chl ml-l) en un medio sin N, dividiéndose 1la suspensidn
resultante en dos cultivos, a los que se afadié 1 mM (barras

oscuras) 6 10 mM (barras claras) de KNO Tras 4 h de incubacidn

3°
en una atmésfera de aire, se midié en ambos cultivos la
concentracién de nitrito y amonio en el medio. E1l 100 % de No; o
NHZ en el medio fue 0,10 + 0,01 6 0,19 + 0,08 umol ml-l, n =25,

respectivamente.
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Figura 15. Produccién de oxigeno por-‘ células que utilizan
nitrato o nitrito en condiciones de limitacién de co,. Células
crecidas con nitrato se recogieron y resuspendieron (20 ug Chl
ml-l) en un medio sin N y se situaron en la camara del electrodo
de 02. A tiempo cero, se afiadié 2 mM de KNO3 o KNO2 y se

iluminaron las células, determinandose la cantidad de oxigeno

producido a los tiempos indicados.
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Figura 16. Actividad nitrito reductasa en diferentes condiciones
nutricionales. Células cultivadas con nitrato se recogieron y
resuspendieron (25 ug Chl ml-l) en un medio sin N. La suspensidn
resultante se dividié en tres cultivos, afadiéndose a dos de
ellos 3 mM de KNO, y al otro la misma concentracidén de nitrito.
Uno de los cultivos con nitrato se mantenia en una atmésfera de
alre enriquecido en co, y los dos restantes en una de aire. A

los tiempos indicados, se midié la actividad nitrito reductasa.
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el nitrato ejerce sobre 1la reduccién de nitrito en estas
condiciones se debe a una (ver esquema): i) inhibicién de una
permeasa encargada de transportar el nitrito al interior del
cloroplasto; o bien a una ii) disminucién del poder reductor

disponible para la conversién de nitrito en amonio.

(ii) o

NO, — 5 NO
NR ot NiR

w
N

(1) Cloroplasto

Citoplasma

Hay que afiadir que la excrecién de nitrito se observa también
en ausencia de CO2 (dato no presentado), pero no en células
tratadas con MSX 1 mM (Fig. 17), lo que indica que en 1la
inhibicién por nitrato de la reduccién de nitrito puede estar
implicado algun producto derivado de la asimilacién de amonio,
cuya formacién, que ocurre a pesar de la limitacién o ausencia

de CO se impide al inactivar completamente la GS.

2’

En resumen, nuestros datos permiten suponer la existencia en

84



e NITRITO EN EL MEDIO , mM

0,15F p
Células en aire Células en aire ,

+MSX 10,6

0,10 1
o 0’4

0,05

, 10,2

2 . < — - 1

° 120 240 120 240 0
MINUTOS

Figura 17. Inhibicién por MSX de la produccidén de nitrito por
células que utilizan nitrato en condiciones de limitacidén de
COZ' Células crecidas con nitrato se recogieron y resuspendieron

(25 ug chl m1~?t

) en un medio con 10 mM de KN()3 y, donde se
indica, 1 mM de MSX. Los cultivos se mantenian en una atmésfera
de aire, determinandose a los tiempos indicados la concentracién

de nitrito y amonio en el medio.

o AMONIO EN EL MEDIO, mM
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C. reinhardtii de una inhibicién de la reduccién de nitrdégeno
inorganico por 1la accién concertada del nitrato y de algun
producto primario de la asimilacién de amonio. La utilidad de un
mecanismo de este tipo parece clara: en ausencia de nitrato, no
es necesario que actue el dispositivo de control dado que no hay
riesgo de reduccién superflua de N inorgdnico; cuando hay
nitrato en el medio, el mecanismo de control solamente actua si
hay 1limitacién de esqueletos carbonados, detectada por la
acumulacién de ese producto primario de la asimilacién de

amonio.

Se ha sugerido que 1la excrecién de nitrito y amonio
representa una manera de controlar el nivel intracelular de
poder reductor, actuando el nitrato y el nitrito como sumideros
del mismo cuando se produce en exceso (Azuara y Aparicio 1983).
Por el contrario, pensamos que refleja la ausencia de un
mecanismo de control para evitar la reduccién superflua de
nitrito y la incapacidad del control que opera sobre el consumo
de nitrato para funcionar eficazmente a altas concentraciones

del mismo.

El hecho de que el ligero aumento de la velocidad de consumo
de nitrato en aire observado al elevar la concentracién de
nitrato en el medio (Fig. 9) sea suficiente para romper el
equilibrio que existe entre 1la reduccién de nitrato y 1la
asimilacién de los productos que resultan de la misma (las

células que utilizan 0,25 mM de nitrato en aire no excretan
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amonio al medio pero si lo hacen si la concentracién inicial de
nitrato se eleva hasta 1 mM), indica que las células, a bajas
concentraciones de nitrato, consumen la maxima cantidad del

mismo que pueden asimilar.

Efecto de la limitacion de CO2 sobre el consumo de amonio

En C. reinhardtii, la 1limitacidén de co, disminuye
notablemente el consumo de amonio, observandose esta inhibicién
antes de que ocurra una pérdida apreciable de actividad GS (Fig.
'18) . Por otra parte, y aprovechando la circunstancia de que la
diferencia entre el nitrato o nitrito que desaparece del medio y
el nitrito y/o amonio que aparecen en el mismo cuando se limita
el CO2 puede considerarse equivalente al amonio incorporado por
las células, cuando se conparan las velocidades con que se
asimilan el amonio que procede de la reduccién de nitrato y
aquél que se afade al medio de cultivo, se observa que ambas son
muy parecidas (Fig. 19), mientras que el amonio que procede del
nitrito se asimila, ligera pero significativamente, con mas
rapidez. Por consiqguiente, parece que 1la inhibicién de la
utilizacién de amonio por 1limitacién de COo, no se debe a 1la
inactivacién de la GS ni a una disminucién de la entrada de

amonio en 1la célula, sino que es causada por la reducida

disponibilidad de esqueletos carbonados.

El requerimiento de Co, para el consumo de amonio no se

observa en células sometidas previamente a carencia de nitrdgeno
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Figura 18. Efecto de la limitacidn de COZ sobre el consumo de
amonio y la actividad GS. Células crecidas con nitrato se
recogieron y resuspendieron (25 ug Chl ml-l) en un medio sin N.
La suspensién celular resultante se dividié en dos partes a las
que se anadié, a tiempo cero, 0,2 mM de NH4C1. Uno de los
cultivos se mantenia en una atmésfera de aire suplementado con
co, vy el otro en una de aire. A los tiempos indicados, se
determiné la concentracién de amonio en el medio y la actividad

GS en ambos cultivos.
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Figura 19. Asimilacién de amonio en diferentes condiciones de
cultivo. Células crecidas <con nitrato se recogieron y
37 KNO2 o]
NH4C1, manteniéndose los cultivos en una atmésfera de aire. El

resuspendieron en un medio conteniendo 1 mM de KNO

amonio asimilado fue, segun los casos, la diferencia entre el
nitrato consumido y el nitrito y amonio excretados al medio, la
diferencia entre el nitrito consumido y el amonio excretado vy,
finalmente, el amonio consumido. Los resultados que se muestran

son los valores medios (+ SD) de 4 experimentos independientes.
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(Fig. 20). Esto indica que los compuestos organicos acumulados
durante el periodo de carencia de N pueden sustituir a los

productos recientes de la fijacién de CO, en su efecto positivo

2

sobre el consumo de amonio. De forma diferente se comportan
cultivos deficientes en nitrégeno del alga Cyanidium caldarium,

en los dque la presencia de CO incluso en oscuridad, es

2[
estrictamente necesaria para la utilizacién de amonio (Di

Martino Rigano et al. 1986).
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Figura 20. Consumo de amonio en ausencia de CO, por células

2
deficientes en nitrégeno. Las células normales (cuadrados) se
cultivaron con nitrato como fuente de N y las deficientes en N
(circulos) se obtenian al resuspender células normales en un
medio sin N y mantenerlas durante 18 h en condiciones de
crecimiento. Los experimentos se realizaron en una atmdésfera de
aire suplementado con co, (simbolos blancos) o libre del mismo
(simbolos negros), recogiéndose las células y resuspendiéndose

(25 ug Chl ml-l) en un medio al que se afiadié a tiempo cero 0,25

mM de NH4C1.
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Resumen

En C. reinhardtii, 1la 1limitacién de co, disminuye 1la
actividad glutamina sintetasa. Esta pérdida de actividad
requiere la presencia de una fuente de nitrégeno inorgdnico en
el medio y no reduce aparentemente la capacidad de reasimilar el
amonio generado dentro de la célula a partir de compuestos
organicos nitrogenados. La actividad GS también disminuye al
anadir amonio a células que utilizan nitrato en una atmésfera de

aire enriquecido en CO incluso cuando son previamente tratadas

2!
con azaserina. Estos resultados sugieren que la actividad GS
puede estar modulada negativamente por amonio y/o L-glutamina,
cuyo nivel intracelular puede aumentar al reducirse el
suministro de co, o afiadir amonio.

La adicién de metilamonio, un andlogo estructural del amonio
que no puede ser utilizado por C. reinhardtii como fuente de
nitrégeno, a células crecidas con nitrato también disminuye el
nivel intracelular de GS, siendo este efecto mas pronunciado en
luz que en oscuridad.

Las actividades glutamina sintetasa, GS, Y GS de C.

2’
reinhardtii se estabilizan por compuestos tidlicos,

principalmente la GS lo que revela la existencia de grupos

2’
sulfhidrilo esenciales para la actividad y sugiere una posible
regulacioén por tioles. No obstante, parece improbable que ésta

tenga lugar por medio de tioles generados fotosintéticamente,
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dado que la transicién 1luz-oscuridad no ejerce ningun efecto

apreciable sobre el nivel de actividad GS.
Introduccién

La GS es una enzima de gran importancia para la adquisicidn
de nitrégeno por organismos fotosintéticos, en los que 1la
asimilacién de amonio ocurre a través de la ruta GS/GOGAT. El
nivel de actividad‘ GS esta controlado por 1las condiciones
nutricionales, habiéndose observado en repetidas ocasiones una
disminucién del mismo en oscuridad y/o presencia de amonio
(Rowell et al. 1979, Rhodes et ai. 1979, Taylor y Stewart 1980,
Tischner y Hitterman 1980, Ahmad y Hellebust 1984, Florencio et
al. 1987). En bacterias fotosintéticas, esta pérdida de
actividad implica la adenilacién de la enzima (Johansson y Gest
1977, Alef y Zumft 1981, Caballero et al. 1985), mecanismo de
control similar al deécrito para la GS de E. coli (Shapiro y
Stadtman 1970b) y que no se ha encontrado en cianobacterias,
algas eucariéticas y plantas. En algunos de estos organismos, la
enzima inactiva puede recuperar la actividad por tratamiento con
tioles (Rowell et al. 1979, Tischner y Schmidt 1982), lo que ha
llevado a proponer una modulacién de la GS por la luz a través
de tioles generados durante la fotosintesis, similar a la que
presentan diversos enzimas del metabolismo del carbono (Anderson

y Avron 1976, Wolosiuk y Buchanan 1977).
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En este trabajo se describe el efecto que la limitacién del
suministro de CO2 o la adicién de metilamonio tienen sobre el
nivel intracelular de actividad GS de C. reinhardtii, due

disminuye notablemente como consecuencia de ambos tratamientos.
Resultados y Discusién

Efecto de la limitacidn de Coz y de la adicién de amonio sobre

la actividad glutamina sintetasa

En cultivos de C. reinhardtii que utilizan nitrato o nitrito,
el nivel intracelular de GS se reduce aproximadamente un 50 %
cuando se limita el suministro de co, a las células él
transferirlas desde una atmésfera de aire enriquecido en CO2 a
otra de aire (Fig. 21). Esta disminucién de actividad requiere
la presencia de una fuente de nitrégeno inorganico en el medio
F(Fig. 22), lo que indica que esta causada por el funcionamiento

de la ruta de asimilacién de nitrégeno inorganico cuando el

suministro de productos de la fijacidén de co, disminuye.

La reaccién catalizada por 1la GOGAT, gque utiliza como
sustratos L-glutamina y 2-oxoglutarato, es el primer punto de
conexidén de los metabolismos del carbono y del nitrdgeno. Parece
probable, pués, que la limitacién de CO2 frene al ciclo GS/GOGAT
en dicho punto al reducir el aporte de 2-oxoglutarato. Ademas,
el CO, es mas necesario para la asimilacién del amonio que para

2
su formacién a partir de nitrato o nitrito (como se muestra en
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Fig. 21. Efecto de la limitacién de coz sobre el nivel de
actividad GS. Células cultivadas con nitrato se resuspendieron

(25 ug chl m~?t

) en un medio conteniendo KNO3 2 mM. La
suspensién resultante se dividié en dos cultivos, uno de 1los
cuales se mantuvo en una atmésfera de aire enriquecido en Co2 y
el otro en una de aire. A los tiempos indicados, se midié 1la
actividad GS. El 100 % de actividad GS fue 1,5 U (mg Chl)-l. Un
resultado similar se obtuvo cuando se utilizé KNO, como fuente

de nitrdégeno.
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Fig. 22. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la disminucion
de actividad GS causada por la limitacidn de Co,. Las células de
un cultivo crecido con nitrato se resuspendieron (25 ug Chl
ml-l) en un medio sin N. A continuacién, se dividié 1la
suspensién resultante en tres partes, afadiéndose N inorgdanico
(KNO3 o KNO2 2 mM) a dos de ellas. Tras 90 min de incubacidén en
las condiciones indicadas, se midié la actividad GS (100 % de

actividad = 1,3 U (mg chl) ™ 1).
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las Figs. 12 y 13, la limitacion de co, a células que utilizan 1
mM de nitrato o nitrito produce la excrecién al medio del amonio
que no se puede asimilar). Por lo tanto, es previsible que la
limitacidn de CO, cause una acumulacién de amonio y L-glutamina
dentro de la célula. De hecho, la ausencia de CO2 en presencia
de nitrdégeno inorganico aumenta el nivel intracelular de amonio

(Fig. 23).

Por otra parte, la activividad GS también disminuye al afadir
5 mM de amonio a cultivos que utilizan nitrato en una atmdsfera

de aire enriquecido en CO incluso cuando las células son

2!
previamente tratadas con 5 mM de azaserina hasta que 1la

actividad MVH-GOGAT no se detecta (Fig. 24).

Estos datos sugieren que la acumulacién de amonio Yy/o
L-glutamina dentro de las células, producida por la limitacién
de CO, en presencia de N inorganico o por la adicién de amonio a
cultivos que wutilizan ‘nitrato, puede ser la causa de 1la
inactivacién de la GS. No obstante, un aumento del nivel
intracelular de L-glutamina esta probablemente acompafiado por un
descenso en el de L-glutamato. Por consiguiente, la implicacién
de este compuesto en el control de la actividad GS no puede
descartarse. En 1la cianobacteria Anabaena cylindrica se ha

descrito una correlacién positiva entre el nivel de glutamato

dentro de la célula y el de actividad GS (Rowell et al. 1979).

Se ha propuesto que 1la inactivacién por amonio puede
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Fig. 23. Efecto de 1la carencia CO2 sobre 1la concentraciodn

intracelular de amonio. Células crecidas con nitrato se
resuspendieron (30 ug Chl ml-l) en un medio sin N. La suspensiodn
resultante se dividié en tres partes, afnadiéndose KNO, 2 mM a
dos de ellas. Tras 90 min en las condiciones que se indican, se
midié la concentracién intracelular de amonio. Un resultado
similar se obtuvo cuando se utilizé KNO, como fuente de

nitroégeno.
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Fig. 24. Efecto de la adicién de amonio sobre el nivel de
actividad GS en células crecidas con nitrato. Células crecidas
con nitrato se repartieron en varios cultivos, a los que se
afiadidé, donde se indica, NH4Cl 5 mM y/o azaserina (AZA) 5 mM. El
inhibidor se afadié 30 min antes del amonio para garantizar una
completa inactivacidn de las actividades GOGAT. Tras 210 min en
una atmésfera de aire enriquecido en co,, se midié la actividad
GS de los distintos cultivos (100 % de actividad GS = 1,7 U (mg

1

chl) 7).
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desempeflar un papel importante en el control del flujo de
nitrégeno inorganico a través del ciclo GS/GOGAT (Cullimore
1981). Por el contrario, la pérdida parcial de actividad GS que
ocurre al 1limitar el CO, parece ser consecuencia de 1la
disminucién de 1la capacidad operativa del ciclo GS/GOGAT,
basicamente determinada por la disponibilidad de esqueletos
carbonados. En este contexto, es interesante sefialar que el
aumento del nivel intracelular de L-glutamina y el concomitante
descenso del de L-glutamato que siguen a la adicidn de amonio en
microalgas (Rowell et al. 1977, Flores et al. 1980) pueden estar
causados por la falta de suficiente 2-oxoglutarato para procesér
el exceso de L-glutamina formado. La disminucién de la actividad
GS puede ser importante para prevenir la formacién superflua de
L-glutaminé Y la disminucién excesiva del L-glutamato
intracelular y |para conservar  ATP en las condiciones

desacoplantes que se dan cuando el amonio es abundante dentro de

la célula (Rowell et al. 1979).

;Qué ventajas ofrece un sistema de control de la GS gobernado
por amonio y/o L-glutamina?. Los compuestos organicos
nitrogenados resultantes de la asimilacién de L-glutamina pueden
potencialmente desempefiar un papel regulador de la actividad GS.
No obstante, si asi ocurriera, la respuesta a dos situaciones
nutricionales diferentes (limitacidén de CO2 por un lado,
deficiencia en N por otro) seria la misma, dado que en ambos

casos es previsible que disminuya el nivel intracelular de tales

C,N-metabolitos. Por el contrario, un control de la GS
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centralizado en el amonio y/o la L-glutamina permite respuestas
distintas a las condiciones nutricionales mencionadas, dado que
los cambios esperables en su concentracién intracelular son
opuestos. Ademds de este control, 1la actividad GS de C.
reinhardtii puede estar sometida a una regulacién de tipo
feedback por otros productos de 1la asimilacién del amonio,
puesto que los aminoacidos L-alanina, L-glicina y L-arginina la

inhiben in vitro entre un 30 y un 70 % (Florencio y Vega 1983b).

En organismos fotosintéticos, el sistema GS/GOGAT no
interviene solamente en la asimilacién primaria de amonio, sino
que también es responsable de 1a-reasimilacién del amonio que se
genera dentro de la célula a partir de compuestos 'orgénicos
nitrogenados como consecuencia de distintos procesos
metabdlicos, incluyendo entre ellos la fotorrespiracién (Miflin
et al. 1980). La Fig. 25 muestra gque cuando células de C.
reinhardtii se mantienen en una atmésfera de aire libre de CO2
en presencia de 0,25 mM de nitrito como unica fuente de N (la
actividad GS disminuye alredededor de un 50 %), consumen nitrito
y excretan al medio hasta 0,20 mM de amonio. Sin embargo, cuando
se anade ademds 1 mM de MSX, el amonio excretado llega hasta 1
mM, lo que indica que, en este uUltimo caso, no se asimilan ni el
amonio formado a partir de nitrito ni el generado dentro de las
células a partir de compuestos organicos de N. Asi pues, 1la

inactivacién de 1la GS por limitacién de €O, no disminuye

2
aparentemente la capacidad de las células para asimilar el

amonio producido a partir de compuestos organonitrogenados
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Fig. 25. Efecto de la carencia de Coz sobre la reasimilacién de

amonio. Células crecidas con nitrato se resuspendieron (25 ug

Chl ml-l) en presencia de 0,25 mM de KNO, y repartieron en dos

2
cultivos, afiadiéndose a uno de ellos MSX 1 mM. Ambos cultivos se

mantuvieron en una atmésfera de aire libre de CO midiéndose a

2I
los tiempos indicados la concentracién de amonio en el medio.



durante la fotorrespiracién y otros procesos.
Efecto del metilamonio sobre la actividad glutamina sintetasa

La adicién de metilamonio 5 mM a cultivos de C. reinhardtii
que utilizan nitrato reduce el nivel intracelular de actividad
GS (Fig. 26). El metilamonio es un andalogo estructural del
amonio que en C. reinhardtii se transforma por la accién
catalitica de la GS en un unico producto, identificado como
metilglutamina (Franco et al. 1984). Por consiguiente, el hecho
de que el metilamonio disminuya la actividad GS parece avalar la
hipdétesis de que el nivel intracelular de esta enzima esta

controlado negativamente por amonio y/o L-glutamina. No

obstante, las pérdidas de actividad GS causadas por amonio y

metilamonio muestran una clara diferencia: mientras que la
promovida por amonio es mayor en oscuridad que en luz, como se
ha descrito previamente (Cullimore 1981) y se muestra en la Fig.
28 (véase mas ‘adelante), el metilamonio reduce menos la

actividad GS cuando se afade en oscuridad (Fig. 26).

En C. reinhardtii se da la circunstancia de que el nivel
intracelular de metilglutamina aumenta, disminuyendo al mismo
tiempo el de metilamonio, cuando células previamente tratadas
con metilamonio se resuspenden en un medio de cultivo
desprovisto de este compuesto (Franco et al. 1984). Se ha
observado que la disminucién de actividad GS, que ocurre al

afladir metilamonio es reversible sélo parcialmente al retirarlo
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Fig. 26. Efecto de la adicién de metilamonio sobre el nivel de
actividad GS en células crecidas con nitrato. Células crecidas
con nitrato se repartieron en tres cultivos, anadiéndose a dos
ellos 5 mM de metilamonio. Uno de los cultivos con metilamonio
se mantuvo en oscuridad y los dos restantes en luz. A los
tiempos indicados se midié la actividad GS (100 % de actividad

GS = 1,5 U (mg chl) ).
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del medio de cultivo, no recuperandose alrededor de un 30 % de
la actividad original encontrada en células cultivadas con
nitrato (Fig. 27). Estos resultados sugieren la existencia de
dos componentes en este fendmeno: uno de ellos, con el
metilamonio como responsable quimico, seria reversible al
retirar el inhibidor del medio, mientras que el otro, no
reversible al retirar el metilamonio del medio, tendria como
responsable directo a la metilglutamina. Uno de estos prbcesos
seria independiente de luz, mientras que el otro, dependiente de
luz, podria relacionarse con el conocido efecto desacoplante que

‘tiene el metilamonio (Chaparro et al. 1976).

Efecto de la carencia de nitrégeno sobre la disminucién de

actividad glutamina sintetasa causada por oscuridad y/o amonio

En células de C. reinhardtii cultivadas con nitrato la
adicién de amonio acompafada del oscurecimiento del cultivo
disminuye notablemente 1la actividad GS tras 90 min de
tratamiento. Esta pérdida de actividad es practicamente igual a
la suma de las causadas por ambos tratamientos por separado
(Fig. 28A). En células sometidas previamente a carencia de
nitrégeno, la actividad GS también disminuye al suprimir la
iluminacién del cultivo o anadirle amonio. Sin embargo, y a
diferencia de lo que ocurre en células cultivadas con exceso de
N, la suma de ambas inactivaciones es mayor que la observada al

afadir amonio en oscuridad (Fig. 28B).
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Fig. 27. Efecto de la retirada del metilamonio del medio sobre
el nivel de actividad GS en células previamente tratadas con el
citado compuesto. Las células de un cultivo crecido con nitrato
se recogieron y resﬁspendieron (25 ung Chl ml-l) en presencia de
KNO, 5 mM. A continuacién se repartieron en dos cultivos y se

anadié a uno de ellos CH3NH3C1 5 mM. Después de 2 h, las células

tratadas con metilamonio se resuspendieron nuevamente en

presencia de KNO, 5 mM, dividiéndose la suspensién resultante en

3
dos, una de las cuales se mantuvo en oscuridad. El1 100 % de

actividad GS fue 0,8 U (mg chl) }).
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Fig. 28. Efecto de la carencia de nitrégeno sobre la disminucidn
de actividad GS causada por oscuridad y/o amonio. Células
crecidas con nitrato (A) y, en su caso, mantenidas durante 18 h
en carencia de nitrégeno (B), se repartieron en tres cultivos.
La actividad GS se midié después de 90 min de incubacidén en las
condiciones indicadas. En los experimentos realizados en
presencia de amonio, la concentracién de éste en el medio fue 5

mM. Se presentan las medias (+ SD) de tres experimentos.



Parece probable que la pérdida de actividad por oscuridad o
amonio sean fénomenos independientes y que en células
deficientes en N la adicién de amonio en oscuridad estimule la
utilizacién de las reservas de carbono organico, evitandose la
ligera reduccién de actividad causada por el cese del
metabolismo energético. Una apreciable estimulacién por amonio
de la actividad respiratoria de células deficientes en nitrégeno

ha sido descrita en Chlorella fusca (Thomas et al. 1976).

Efecto de la reposicién de la fuente de nitrégeno sobre la
actividad glutamina sintetasa de células deficientes en este

elemento

En células de C. reinhardtii sometidas a carencia de
nitrégeno, que presentan un alto nivel de actividad GS, éste
disminuye al reponer la fuente de N, siendo la pérdida de
actividad mayor cuando se anade amonio en vez de nitrato (Fig.
29). Parece, pues, dque .los metabolitos que evitan la maxima
expresién de la actividad GS se generan en mayor cantidad cuando
la fuente de N es amonio.

Efecto del DTE sobre las actividades GS, y GS

1 2

La presencia de DTE en el tampén de extraccién aumenta la
cantidad total de actividad GS extraida y disminuye la relacidn
GSl/GS2 (Fig. 30), lo que indica que este compuesto estabiliza

ambas enzimas, principalmente la GS.,. El efecto positivo que el

2
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Fig. 29. Efecto de la reposicién de la fuente de nitrdégeno sobre
el nivel de actividad GS en células deficientes en nitrégeno.
Células cultivadas con amonio se recogieron y resuspendieron (20
pug Chil ml—l) en un medio sin N. Tras 18 h en condiciones de
crecimiento, el cultivo se divididé en tres partes, afadiéndose a
dos de ellas 5 mM de KNO3 o NH401. Después de 2 h de incubacién,
se mididé la actividad GS (100 % de actividad GS = 3,2 U (mg

ch1) 1.
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DTE ejerce sobre las actividades GS de C. reinhardtii (Florencio
Yy Vega 1983b) revela 1la existencia de grupos sulfhidrilo
esenciales para la actividad. También las actividades NADH-GOGAT
(Gotor 1988) y Fd-GOGAT (Gotor et al., en prensa) son
estimuladas por tioles, que, ademds, mejoran notablemente la
actividad Fd-GOGAT en un sistema de cloroplastos reconstituidos
(MArquez et al. 1987) . Estos resultados sugieren una posible
regulacién por tioles de los sistemas GS/GOGAT en C.
reinhardtii. Sin embargo, parece improbable una regulacién por
la luz a través de compuestos tidlicos generados
fotosintéticamente, como se ha propuesto en otras microalgas
(Rowell et al. 1979, Tischner y Schmidt 1982), dado que en C.
reinhardtii no hemos observado ningin efecto apreciable de la
luz sobre las actividades citadas. No obstante, puede ocurrir
que estas enzimas estén reguladas por poder reductor no
relacionado directamente con 1la cadena fotosintética de
transporte electrénico, quizds a través de un sistema
NADP/tiorredoxina similar al descrito en células heterotrdéficas,
bacterias fotosintéticas y diversos organismos fotosintéticos

(Buchanan 1980, Holmgren 1985, Florencio et al. 1988).
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Fig. 30. Efecto del DTE sobre la relacién de actividades
GSl/GSZ' En (A), extractos crudos preparados a partir de 10 g de
células cultivadas con nitrato se filtraron a través de una
columna de DEAE-celulosa (32 x 1,6 cm) equilibrada con tampdn
estandar. Tras lavar con el mismo tampdén suplementado con NacCl
50 mM, la actividad GS se separé de la columna con un gradiente
lineal de NaCl ' en tampdén estandar. En (B) se siguié el mismo

procedimiento, pero sin DTE en el tampdn.
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CONCLUSIONES



En Chlamydomonas reinhardtii, la deficiencia en nitrdgeno que
se produce al mantener las células en un medio de cultivo
carente de este elemento, causa un incremento del nivel
intracelular de 1las actividades glutamina sintetasa (GS) vy

glutamato sintasa (GOGAT). La GS, y la NADH-GOGAT aumentan 3-4

1

veces, mientras que la GS, y la Fd-GOGAT lo hacen 1,5 veces.

2
Experimentos realizados con MSX, azaserina y metilamonio, en los
que se genera en las células una situacién de deficiencia en
nitrégeno que va acompafiada paradéjicamente de la acumulacidn
intracelular de determinados compuestos nitrogenados, sugieren
que el amonio y/o la L-glutamina evitan la expresién maxima de
las éctividades GS y Fd-GOGAT, mientras que un producto de la
asimilacién del amonio puede ser modulador negativo de 1la
NADH-GOGAT. Por otra parte, la carencia de nitrdgeno aumenta el
consumo de amonio, pero no los de nitrato o nitrito, y permite

que se asimile nitrdgeno inorganico en oscuridad a expensas de

los compuestos organicos de carbono acumulados en la célula.

En C. reinhardtii, la limitacién de co, produce: (i) una
inhibicién del consumo de nitrato, que permite que en esas
condiciones todo el amonio que resulta de 1la reduccidén de
nitrato se incorpore como aminodcidos; y (ii) una disminucién de
las actividades nitrato reductasa (NR) y GS. Mientras que la
pérdida parcial de actividad NR puede ser consecuencia de la
inhibicién previa del transporte de nitrato al interior de la
célula, la de actividad GS se debe al funcionamiento de la ruta

de asimilacidén de nitrégeno inorganico cuando el suministro de
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esqueletos carbonados disminuye. Por otra parte, la limitacién
de co, también produce una inhibicién de 1la reduccidén de
nitrito. Esta inhibicién, que sélo ocurre en presencia de
nitrato, no se observa en células tratadas con MSX, sugiriendo

la participacién en la misma de alguin producto de la asimilacidn

del amonio.

Nuestros resultados sugieren que en C. reinhardtii, el
consumo de nitrato y la actividad GS estan regulados por
productos tempranos del metabolismo del nitrégeno inorgénico, es
decir, el amonio y/o algun producto primario de su asimilacién
(la L-glutamina parece ser un buen candidato). Cuando un cambio
en las condiciones nutricionales de las células desequilibra 165
metabolismos del N inorganico y del carbono, en el sentido de
aumentar el nivel intracelular de loé citados compuestos con
respecto al de esqueletos carbonados disponibles para su
asimilacién, la utilizacién de nitrato y la actividad GS se
inhiben. De esta manera, se evita el funcionamiento superfluo de
la ruta de asimilacién de N inorgdnico. La Fig. 31 resume el

mecanismo de control que se acaba de mencionar.
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Fig. 31. Regulacién del metabolismo del nitrégeno inorganico en
C. reinhardtii. Las 1lineas discontinuas representan sehales

reguladoras. Para mas detalles, véase el texto.
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