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Fisiologia vegetale. — Inibizione della Crescita di Cyanidium 
caldarium da Metionina Solfossimmina e Metionina Solfone. Due 
Inibitori della Glutammina Sintetasi(t). Nota ^  di C a r m e l o  R i g a n o , 

V i t t o r i a  D i M a r t i n o  R i g a n o , V i n c e n z a  V o n a , G i o v a n n i  A l i o t t a  

e A m o d io  F u g g i , presentata dal Corrisp. E. M a r r e .

Summary. — The growth response of two strains of Cyanidium caldarium, grown in 
media containing ammonia or glutamate as the sole nitrogen source, to the inhibitory effect 
of methionine sulphoximine and methionine sulphone ('which are strong specific inhibitors of 
glutamine synthetase) supports the claim that both strains assimilate ammonia by way of 
glutamine formation and that they form glutamate from glutamine.

Of the two strains, one possesses glutamate dehydrogenase whereas the other lacks 
this enzyme activity. It seems that glutamate dehydrogenase present in one of the two 
strains plays only a secondary role in ammonia assimilation.

Cyanidium caldarium è un’alga unicellulare appartenente alle Rhodo- 
phyceae [1] che vive negli ambienti vulcanici caldi ed acidi di ogni parte della 
terra [2].

Oggi sono numerosi i ceppi di C. caldarium isolati in coltura pura, e fra 
alcuni di essi si possono notare significative differenze di carattere nutrizionale 
e biochimico. Due ceppi studiati nel nostro laboratorio, ad esempio, differi­
scono per la capacità di utilizzare determinati substrati nutritivi [3]; essi 
differiscono inoltre per il possesso di alcuni enzimi coinvolti nel metabolismo 
dell’azoto inorganico, e precisamente: un ceppo possiede attività nitrato ridut- 
tasi e glutammato deidrogenasi, mentre l’altro ceppo manca di ambedue 
queste attività enzimatiche [3].

Data questa diversità per quanto riguarda la presenza o meno della glutam­
mato deidrogenasi, ci è parso interessante studiare l’effetto della metionina 
solfossimmina e della metionina solfone sulla crescita dei due ceppi.

Metionina solfossimmina e metionina solfone sono due inibitori specifici 
della glutammina sintetasi; nel batterio Klebsiella aerogenes è stato trovato 
che queste due sostanze, mentre sono capaci di inibire la crescita di un ceppo 
mutante che manca di attività glutammato deidrogenasi ed assimila l’ammonio 
mediante il sistema glutammina sintetasi/glutammato sintasi, sono senza 
effetto sulla crescita del ceppo selvatico che può assimilare l’ammonio via 
glutammato deidrogenasi [5]. (*) (**)

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Botanica, Fac. Scienze, dell’Università di 
Napoli, con un contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

(**) Pervenuta all’Accademia l’8 agosto 1977.
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Con il presente lavoro ci si propone di ottenere informazioni preliminari 
sulle possibili vie di assimilazione dell’ammonio in C. caldarium, e sul pos­
sibile ruolo giocato dalla glutammato deidrogenasi trovata in uno dei due 
ceppi.

M a t e r ia l e  e  m e t o d i

Dei due ceppi di C. caldarium impiegati per questo studio, uno ci è stato 
fornito dal Prof. T. D. Brock dell’Università del Wisconsin (ceppo 0206 che 
possiede nitrato riduttasi e glutammato deidrogenasi), e l’altro dal Dr. W. E. 
Becker dell’Università di Tubinga (ceppo 1355/1 della collezione di Cam­
bridge, che manca sia della nitrato riduttasi che della glutammato deidro­
genasi).

C. caldarium era coltivato a pH 1,9 (i mezzi erano acidificati per aggiunta 
di acido solforico) ed alla temperatura di 42 °C come descritto precedente- 
mente [3]. La crescita era misurata contandoci numero delle cellule mediante 
l’impiego di un « coulter counter ».

Gli estratti acellulari erano preparati mediante rottura delle cellule alla 
pressa di French e successiva centrifugazione a 27.000 g. Il contenuto proteico 
degli estratti era determinato con il metodo di Lowry et al. [6]. L’attività glu­
tammina sintetasi era saggiata con il metodo y-glutamil trasferasi [7]. L-metio- 
nina DL-solfossimmina e L-metionina DL-solfone erano comprati dalla 
Sigma.

R is u l t a t i

Effetto fella metionina solfossimmina e della metionina solfane sulla crescita 
del ceppo JJ55/^-

Cóme riportato sopra, questo ceppo di C. caldarium manca di attività 
glutammato deidrogenasi. Esso utilizza benissimo il glutammato come sola 
sorgente d’azoto; può addirittura usarlo come sola sorgente di carbonio e di 
energia per la crescita al buio [3].

Come è mostrato nella fig. 1 A, la crescita di tale ceppo 1355/1 in terreni 
di coltura contenenti ammonio come sola sorgente d’azoto è totalmente inibita 
sia da metionina solfossimmina (rmM) che da metionina solfone (1 mM). 
L’inibizione permane per un periodo di 100 e 160 ore rispettivamente, dopo­
diché la crescita riprende normalmente.

In terreni di coltura, invece, che contengono glutammato come sorgente 
d’azoto, la crescita non è assolutamente inibita da metionina solfone (io mM) 
ed è inibita solo del 25 % da metionina solfossimmina (1 mM). Con metionina 
solfossimmina io mM la crescita è inibita del 90% (fig. 1 B).
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Fig. i. -  Effetto sulla crescita di C: caldarium, 
ceppo 1355/1, della metionina soifossimmina 
e della metionina solfone in mezzi di coltura 
contenenti io  mM (NH4)2S 04 (A) o iom M  
glutammato (B). Simboli: ( • — #), crescita nel 
controllo senza inibitore; (□— □) crescita nelle 
colture con metionina solfone 1 mM (A) e 
iom M (B); (o — o), crescita nelle colture con 
metionina soifossimmina 1 mM (A e B); (A—A), 
crescita nelle colture con metionina soifossim­
mina iom M (A  e B). Tutte le colture erano 
effettuate alla luce a 42 °C ed erano insufflate 

con aria arricchita di C 05 al 5%.

Effetto della metionina soifossimmina e della metionina solfone stilla crescita 
del ceppo 0206.

Questo ceppo di C. caldarium possiede attività glutammato deidrogenasica. 
In un precedente lavoro [8] è stato riportato che tale ceppo 0206 utilizza 

poco il glutammato come sorgente d’azoto, cosa che è stata interpretata come 
una scarsa perpieabilità dell’alga per l’amminoacido. Successivamente è stato 
visto che il ceppo 0206 non è in grado di utilizzare numerosi composti organici 
(che normalmente sono utilizzati dal ceppo 1355/1), cosa che suggerisce che 
esso non è permeabile alle sostanze organiche in genere [3].

Poiché era da presumere che il ceppo 0206 fosse poco permeabile anche 
alla metionina soifossimmina ed alla metionina solfone, le colture per gli 
esperimenti di inibizione della crescita erano separatamente insemensate sia 
con cellule precedentemente coltivate su ammonio, sia con cellule preceden­
temente coltivate su glutammato immaginando che queste ultime, già adattate 
ad utilizzare il glutammato (anche se scarsamente), fossero meglio permeabili 
anche aH’inibitore. C’è da aggiungere che le cellule coltivate su glutammato 
hanno lo stesso livello di attività specifica glutammato deidrogenasica delle 
cellule cresciute su ammonio [4].

Nelle colture insemensate con cellule precedentemente cresciute su am­
monio non c’è inibizione nè da metionina soifossimmina nè da metionina solfone. 
Solo ad elevate concentrazioni di metionina soifossimmina si può notare una
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leggera inibizione della crescita (non mostrato). Nelle colture (sempre conte­
nenti ammonio come sorgente d’azoto) insemensate con cellule provenienti da 
glutammato, invece, metionina solfossimmina (1 mM) inibisce totalmente la 
crescita mentre metionina solfone (io mM) è apparentemente senza effetto
alcuno (fig. 2).

Fig. 2. -  Effetto della metionina solfossimmi­
na e della metionina solfone sulla crescita di 
C. caldarium, ceppo 0206, in mezzi di coltura 
contenenti ammonio (20 mM) come sola sorgente 
d’azoto. Simboli: ( • — •), crescita del controllo; 
(□— □), crescita in presenza di metionina solfo­
ne io mM; (o — o), crescita in presenza di me­
tionina solfossimmina i mM; (A—A), crescita in 
presenza di metionina solfossimmina 5 mM. Co­
me inocolum sono state utilizzate cellule prece­
dentemente coltivate su glutammato. Per le pro­
cedure di coltivazione ved. legenda della fig. 1.

Effetto della metionina solfossimmina e della metionina solfone sulla glutammina 
sintetasi in vivo.

Quando metionina solfossimmina è iniettata in animali vi è un drastico 
decremento dell’attività glutammina sintetasica del fegato e del cervello che è 
alla base dell’effetto convulsivante di questa sostanza [9]. Similmente le cellule 
di un’alga blu-verde, Anabaena cylindrica, perdono l’attività glutammina 
sintetasica per effetto della metionina solfossimmina [io].

Il meccanismo di inibizione della glutammina sintetasi da metionina 
solfossimmina e da metionina solfone è stato studiato nel cervello di animali [11 ] ; 
è stato accertato che in presenza di ATP e magnesio, per azione della glutam­
mina sintetasi la metionina solfossimmina viene trasformata in un derivato 
fosforilato che si lega irreversibilmente alla glutammina sintetasi stessa 
inibendone l’attività. Invece la metionina solfone, che pure è un potente inibi­
tore della glutammina sintetasi [11], non si lega stabilmente all’enzima.

Conformemente a tali risultati riportati in letteratura, l’aggiunta di metio­
nina solfossimmina ad una sospensione di cellule di C. caldarium del ceppo 
1355/1, porta ad una rapida perdita di attività della glutammina sintetasi. 
Questa perdita di attività si ha tanto in cellule risospese su ammonio quanto in 
cellule risospese su glutammato (Tabella I); tuttavia, dopo 5 ore, mentre su 
ammonio la perdita di attività è totale, su glutammato vi è ancora un’attività 
che, rispetto al controllo, è del S°%- Anche dopo 22 ore di incubazione si 
può misurare un’attività residua del 14%.

L’incubazione, invece, con metionina solfone non produce perdita signi­
ficativa di attività anche nelle cellule risospese su ammonio.
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T a b e l l a  I
Effetto della metionina solfossimmìnd (MSX) e della metionina solfone (MSF) 
in vivo sulla glutammina sintetasi dì cellule di C. caldarium (ceppo 135511)-

Azoto nelle sospensioni 
di cellule Inibitore

Attività specifica della 
glutammina sintetasi

0

Tempo 

5 ore 22 ore

Ammonio 20 mM . . . _ o,34 0,30 0,25

Ammonio 20 mM . . . . MSX i mM o,34 0,0 0,0

Ammonio 20 mM . . . . MSF iom M o,34 0,25 0,22

Glutammato iom M  . . — o,34 0,25 0,14

Glutammato iom M  . . MSX i mM o,34 0,12 0,02

Glutammato iom M  . . MSF io mM o,34 0,27 0,14

Le cellule per quest’esperimento provenivano da una coltura su ammonio. Dopo raccolta 
e lavaggio per centrifugazione, le cellule venivano risospese in nuovi mezzi di coltura 
contenenti (NH4)2S 04, glutammato, MSX ed MSF, come indicato nelle colonne 1 e 2. Le 
sospensioni erano tenute alla luce a 42 °C ed erano insufflate con aria arricchita del 5% 
di C02. Al tempo zero, dopo 5 e 22 ore, venivano prelevati campioni di cellule con le 
quali venivano preparati estratti nei quali era dosata l’attività glutammina sintetasica. 
L’attività specifica è espressa come pmoli di idrossammato formato/min/mg di proteine.

T a b e l l a  II
Effetto della metionina solfossimmìnd (MSX) in vivo sulla glutammina sintetasi 
di cellule di C. caldarium, ceppo 0206, cresciute su ammonio o su glutammato.

Provenienza delle cellule Azoto nelle 
sospensioni Inibitore

Attività specifica della 
glutammina sintetasi

0

Tempo 

5 ore 22 ore

Colture su ammonio . . . ammonio _ 0,58 __ 0,62

Colture su ammonio . . . ammonio M SX io  mM 0,58 — 0,50

Colture su glutammato. . ammonio — 2,2 — 2,0

Colture su glutammato. . ammonio M SX  i mM 2,2
1

0,0 —

Le cellule utilizzate per questo esperimento provenivano da colture su ammonio o da col­
ture su glutammato. Dopo raccolta e lavaggio per centrifugazione le cellule erano risospese in 
nuovi mezzi con ammonio ai quali era aggiunto MSX 1 mM o iom M  come indicato nella 
colonna 3. Per la procedura vedi Legenda della Tabella I. Le cellule di questo ceppo 
cresciute su glutammato contengono molta più attività glutammina sintetasica rispetto alle 
cellule cresciute su ammonio [4].

10. — RENDICONTI 1977, vol. LXIII, fase. 1-2.
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Nel ceppo di C. caldarium 0206 raggiunta di metionina solfossimmina 
a cellule provenienti da colture su ammonio produce una leggera perdita di 
attività glutammina sintetasica. L’aggiunta, invece di metionina solfossimmina 
a cellule provenienti da colture su glutammato produce una rapida e totale 
perdita di attività (Tabella II). Questo risultato rafforza l’ipotesi che le cellule 
coltivate su ammonio sono poco permeabili alla metionina solfossimmina e che 
le cellule coltivate su glutammato sono permeabili a questa sostanza.

D is c u s sio n e

I risultati ottenuti mostrano innanzitutto che la crescita dei due ceppi di 
C. caldarium è fortemente inibita da metionina solfossimmina. Poiché, come 
è stato ampiamente dimostrato, questa sostanza è un inibitore specifico della 
glutammina sintetasi e non di altri sistemi enzimatici (tra cui alcune ammino 
trasferasi), è evidente che l’inibizione della crescita è dovuta primariamente 
alla impossibilità delle cellule di fare glutammina.

II fatto poi che il glutammato protegge la crescita dalla inibizione sugge­
risce che le cellule mancano della capacità di fare glutammato, oltre che glu­
tammina. Se esse potessero formare glutammato, infatti, la loro crescita sarebbe 
protetta contro l’inibizione da metionina solfossimmina così come è protetta 
dal glutammato aggiunto alle colture. Questa loro apparente incapacità di 
formare glutammato può essere dovuta al fatto che quest’amminoacido si 
forma dalla glutammina dimodoché in presenza di metionina solfossimmina 
che inibisce la glutammina sintetasi, le cellule non potendo formare glutam­
mina non possono formare neppure glutammato.

Se il glutammato si forma dalla glutammina, come pare, allora significa 
che nei due ceppi di C. caldarium l’assimilazione dell’ammonio avviene ad 
opera della glutammina sintetasi e la formazione del glutammato avviene ad 
opera jdi una glutammato sintasi che catalizza il trasferimento riduttivo dell’azo­
to ammidico della glutammina alla posizione 2-cheto del 2-chetoglutarato.

Nei batteri, dove è stata per primo messa in evidenza, la glutammato 
sintasi utilizza piridin nucleotidi ridotti come potere riducente [12]. In C. 
caldarium non è stato possibile dimostrare l’esistenza di una NADH- o NADPH 
glutammato sintasi [4]. E sempre possibile però che sia presente una glutam­
mato sintasi dipendente da ferridossina simile a quella recentemente messa 
in evidenza in alcuni organismi fotosintetici [13].

L’aggiunta di metionina solfossimmina a sospensioni di cellule di C. cal­
darium produce una perdita di attività glutammina sintetasica che però non 
è mai totale in presenza di glutammato come invece lo è in assenza di glu­
tammato, questo significa che il glutammato protegge la crescita contro l’ini­
bizione in due modi: 1) fornendo azoto organico alle cellule le quali possono 
così crescere anche se la via di organicazione dell’azoto è fortemente inibita; 2) 
proteggendo la glutammina sintetasi contro la completa inibizione da metio­
nina solfossimmina (purché la concentrazione di tale sostanza non sia troppo
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elevata) in maniera che una pur minima attività residua sia sufficiente a 
fornire alle cellule la quantità di glutammina necessaria per formare i com­
posti azotati che dalla glutammina si formano.

Con metionina solfone si sono ottenuti risultati diversi nei due ceppi e 
poiché uno di questi possiede una glutammato deidrogenasi e l’altro no, è 
bene parlarne separatamente.

Anche la metionina solfone è un inibitore specifico della glutammina 
sintetasi ma, contrariamente alla metionina solfossimmina, non si lega irrever­
sibilmente all’enzima [n ]. Sicuramente dipenderà da questo se l’inibizione 
della crescita da metionina solfone è facilmente e totalmente soppressa dal 
glutammato, anche quando la concentrazione dell’inibitore è molto elevata. 
Il fatto che la crescita del ceppo 1355/i su ammonio è totalmente inibita da 
metionina solfone 1 mM significa che la glutammina sintetasi è del 100% 
inattiva, e questo suggerisce che le cellule non sono in grado di produrre per 
altra via glutammato neppure in piccola quantità sufficiente ad indurre una 
pur minima protezione della glutammina sintetasi. Questo avvalora l’ipotesi 
che, almeno nel ceppo 1355/1, l’unica via di assimilazione dell’ammonio è 
la glutammina sintetasi e che una via alternativa a questa non esiste. Risulta 
rafforzata inoltre l’ipotesi che il glutammato si forma dalla glutammina.

Metionina solfone invece non inibisce la crescita del ceppo 0206 il quale, 
come già detto, possiede una glutammato deidrogenasi. Questa mancanza di 
inibizione può anche dipendere dal fatto che la metionina solfone non penetri 
nelle cellule; può anche significare però che via glutammato deidrogenasi 
(quest’enzima in C. cdlddrium come pure in altri organismi non è inibito da 
metionina solfossimmina e da metionina solfone) venga prodotto glutammato 
in quantità sufficiente a proteggere la glutammina sintetasi, e quindi la crescita 
dell’alga, contro la inibizione da metionina solfone che apparentemente è 
un inibitore meno forte della metionina solfossimmina e la sua inibizione è 
facilmente e totalmente soppressa da glutammato.

Tuttavia, 1 anche se glutammato è prodotto dalla glutammato deidrogenasi, 
sembra sia da escludere che questa possa costituire una via efficiente di assi­
milazione dell’ammonio in alternativa alla glutammina sintetasi. Infatti il 
glutammato prodotto dalla glutammato deidrogenasi apparentemente non 
raggiunge mai nelle cellule concentrazioni elevate: se così fosse infatti la 
crescita del ceppo 0206 sarebbe protetta anche contro l’inibizione da metionina 
solfossimmina così come, d’altra parte, è protetta la crescita del ceppo 1355/1 
dal glutammato aggiunto ai terreni di coltura. Che la glutammato deidrogenasi 
di C. cdlddrium, ceppo 0206, non possa costituire una via efficiente di assimi­
lazione dell’ammonio, d’altra parte, si può desumere anche dal fatto che essa 
presenta un elevato valore di Km (3 mM) per l’ammonio (non pubblicato).

Ringrdzidmenti. Ringraziamo sentitamente il Prof. T. D. Brock ed il 
Dr. W. E. Becker per averci fornito i ceppi di C. caldarium utilizzati per 
questo lavoro.
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