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SEZIONE III

(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Atti Acc. Lincei Rend. fis.
(8), LXXXI (1987), pp. 305-315

Fisiologia vegetale. — Regolazione dell’assorbimento dell’ ammonio
nell’alga unicellulare Cyanidium caldarium. Nota di ViTToria D1 MAr-
TINO Ricano, VincenzA Vona, Luict ManNzo, CATELLO D1 MAR-
TINO ¢ CARMELO RiGANO, presentata ) dal Corrisp. E. MARRE.

ABSTRACT. — Control of ammonium uptake in the unicellular red alga Cyanidium
caldarium. Cells of Cyanidium caldarium, a unicellular acidophilic thermophilic non-va-
cuolate red alga, cultivated in batch under conditions of excess ammonium assimilated
ammonium at a rate of 0,32 umol/h/mg cell dry weight, and assimilation was up to
85% inhibited in darkness. By contrast, cells grown in chemostat under conditions of
nitrogen limitation assimilated ammonium at a 3-fold higher rate, and assimilation was
only 349, inhibited in darkness.

Assimilation of ammonium was linear with time with all type of cells and under
all the conditions tested.

Batch-grown cells submitted to conditions of nitrogen starvation attained, after
about 72 h, a 3-fold higher capacity to assimilate ammonium;- beside, these N-starved
cells, like N-limited chemostat cells, assimilated ammonium also in the dark at a rate
which was only 159, lower than in the light. After ammonium addition (and assimi-
lation), the capacity of these cells to take up ammonium costantly decreased in the time
during 7 h period of light/dark cycles. However, the loss of capacity was less pronounc-
ed in the light and it was almost total in the dark.

It is suggested that these variations in the overall capacity and in the pattern of
ammonium assimilation in light and darkness in cells submitted to different nitrogen
conditions depend on control phenomena which involve the partecipation of two distinct
uptake systems, or of two glutamine synthetase/glutamate synthase systems, sharing
different regulatory properties.

Key worps: Unicellular algae; Cyanidium caldarium; ammonium uptake.

Riassunto. — Cellule di Cyanidium caldarium, alga rossa unicellulare non vacuo-
lata termofila ed acidofila, cresciute in « batch » su terreno-contenente ammonio in ec-
cesso, assimilavano I’'ammonio linearmente nel tempo con una velocita di 0.32 pmoli/
ora/mg peso secco cellulare. Condizioni di buio o di assenza di CO, provocano una im-
mediata inibizione dell’assorbimento dell’ammonio.

Se cellule cresciute in condizioni di eccesso d’ammonio venivano risospese in un ter-
reno privo d’azoto in condizioni di illuminazione continua e di aerazione con aria arric-
chita del 5% di CO,, esse dopo 72 ore di affamamento d’azoto mostravano una velocita
di assimilazione dell’ammonio 3 volte piu alta di quella di partenza, ed acquistavano la
capacita di assimilare ’ammonio anche al buio con una velocita pero, del 15%, piu basse
rispetto alla luce. Dopo I’aggiunta dell’ammonio la velocita con cui le cellule affamate

(*) Nella seduta del 24 aprile 1987.
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d’azoto assimilavano ’ammonio diminuiva nel tempo ma in maniera diversa alla luce
ed al buio. Dopo 5 ore, infatti, esse diventavano totalmente incapaci di assimilare am-
monio al buio, mentre presentavano ancora la capacita di assimilare ammonio alla luce,
anche se con velocita ridotta.

Viene ipotizzato che le variazioni di attivita di assorbimento dell’ammonio riscon-
trati alla luce ed al buio in cellule sottoposte a differenti condizioni di nutrizione azotata
possono essere dovuti a molteplici fenomeni di controllo che agendo a livello di due di-
stinti sistemi di permeasi o di due sistemi GS/GOGAT, sono capaci di modulare I’assi-
milazione dell’ammonio in funzione sia dello stato azotato interno della cellula che del
suo stato carbonioso e delle condizioni di luce e buio.

Nelle alghe unicellulari P’assimilazione dei substrati azotati, quali nitrato
ed ammonio, pud dipendere dalle condizioni di luce o buio, e dalla disponibi-
lita o meno di una sorgente esogena di carbonio [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. Per quanto
riguarda il nitrato, ad esempio, in condizioni di crescita autotrofa, 1’assorbi-
mento di questo substrato nutritivo ¢ inibito al buio ed in assenza di anidride
carbonica. Sono state avanzate ipotesi le quali suggeriscono che I'inibizione
possa avvenire a livello di ingresso del nitrato nella cellula [5, 8, 9].

Anche P’assimilazione dell’ammonio ¢ inibita al buio o in assenza di CO,
[4, 6]; tuttavia, se le cellule sono poste in condizioni di affamamento d’azoto,
come osservato in Chlamydomonas reinhardii [4], o, cresciute in chemostato in
condizioni d’azoto limitante la crescita, come osservato in Cyanidium caldarium
[10, 11], P’assimilazione dell’ammonio pud avvenire sia alla luce che al buio;
in C. caldarium, inoltre, sia al buio che alla luce la mancanza di CO; non pro-
voca nelle cellule limitate d’azoto una inibizione immediata, ma causa una di-
minuzione tempo-dipendente della velocita di assimilazione dell’ammonio [10,
11]. Nelle cellule ipernutrite d’azoto, invece, la mancanza di CO, o il buio cau-
sano una inibizione pressocché totale ed immediata [11].

Questi risultati lasciano supporre che nelle alghe, similmente ad altri
organismi [12, 13, 14, 15], esistono dei rigorosi meccanismi di controllo che
regoldno il processo di assimilazione dell’ammonio in funzione sia dello stato
azotato della cellula, che del suo stato generale di nutrizione (carbonioso, ad
esempio), che molto probabilmente agiscono a livello di assorbimento.

Ulteriori osservazioni riguardanti questi fenomeni, effettuate con I'alga
unicellulare C. caldarium, saranno riportate e discusse in quest’articolo.

MATERIALI E METODI

Gli esperimenti sono stati eseguiti con il ceppo 0206 di Cyanidium calda-
rium (‘Tilden) Geitler, alga unicellulare acidofila e termofila, fornitoci dal Prof.
T.D. Brock dell’Universita del Wisconsin, che lo ha isolato a partire da acque
termali acide (pH 1,5) dello Yellowstone National Park (USA).

L’alga veniva coltivata in laboratorio a pH 1,9 in condizioni di illumina-
zione continua, di aerazione con aria arricchita del 59, di CO,, ed alla tempe-
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ratura di 42 °C, in bottiglie di Roux (coltura in «batch») con terreno conte-
nente ammonio in eccesso (20 mM), oppure in chemostato in coltura continua
con terreno contenente una concentrazione di azoto limitante per la crescita.
La velocita di diluizione della coltura continua in chemostato era di 0,25/giorno:
la diluizione veniva fatta con terreno contenente una concentrazione di nitrato
pari a 2 mM. Per ulteriori dettagli' rimandiamo a quanto detto in un precedente
articolo [16].

Le cellule, raccolte mediante centrifugazione a bassa velocita, venivano
risospese in terreno privo d’azoto aggiustato a pH 1,9 (mediante aggiunta di
acido solforico) alla densita di 2-4 mg peso secco di cellule/ml. Il peso secco
cellulare veniva calcolato comparando il volume cellulare, ottenuto centrifu-
gando una quantitd nota di sospensione di cellule in un tubo ematocrito, contro
peso secco su una curva di taratura. Le sospensioni cellulari erano poste a 40 °C
alla luce o al buio, come descritto nel testo, e venivano insufflate con aria arric-
chita del 5%, di CO,. Gli esperimenti avevano inizio con I’aggiunta d’ammonio
(come solfato d’ammonio).

La velocita di assorbimento era misurata come scomparsa d’ammonio dal
mezzo esterno, saggiata in continuo con un elettrodo ad ammoniaca posto in
una cameretta di reazione. Una pompa peristaltica a due vie campionava e man-
dava continuamente nella cameretta di reazione la sospensione cellulare ed una
soluzione di NaOH 0,2 M, necessaria, quest’ultima, per trasformare NH; in
NH; misurabile dall’elettrodo. L’elettrodo era connesso ad un analizzatore di
ioni (Orion 901) tarato direttamente in valori di concentrazione, collegato a sua
volta ad una stampante che registrava i valori di concentrazione dell’ammonio
ad ogni minuto. L’apparato completo di misura e registrazione dell’ammonio
¢ stato descritto precedentemente [10].

RisuLTATI

Assimilazione dell’ ammonio in cellule cresciute in chemostato.

Cellule di Cyanidium caldarium, cresciute in chemostato in condizioni di
azoto limitante la crescita, erano raccolte mediante centrifugazione e risospese
in un mezzo privo d’azoto alla densita di 2,7 mg peso secco di cellule/ml. Alla
sospensione cellulare, termostata a 40°C (in tubi incamiciati collegati ad un
termostato) ed insufflata con aria arricchita del 59, di CO,, veniva immediata-
mente aggiunto ammonio alla concentrazione finale di 8 mM (tempo zero), e
quindi si misurava la scomparsa di tale ione dal mezzo esterno.

Come mostrato nella fig. 1, I'esperimento aveva inizio con un periodo di
luce, cui seguiva un periodo di buio ed infine un secondo periodo di luce. Nel
primo periodo di luce 'assimilazione dell’ammonio era lineare nel tempo e pre-
sentava una velocitd di 0.61 pmoli/ora/mg peso secco di cellule. Anche dopo
oscuramento l’assimilazione dell’ammonio era lineare del tempo, ma la sua
velocita rispetto alla luce era ridotta, anche se solo del 35%,; riportando la so-
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Fig. 1. — Assorbimento di ammonio, in periodi alterni di luce e buio, in una sospen-
sione di Cyanidium caldarium preparata con cellule cresciute in chemostato in condizione
di azoto limitante. La sospensione, contenente per ml 2,7 mg peso secco di cellule, era
posta a 40 °C, alla luce, ed era insufflata con aria arricchita del 5% di CO,. L’esperi-
mento aveva inizio con I’aggiunta di ammeonio alla concentrazione finale 8 mM; al tempo
indicato dalla prima freccia la sospensione cellulare era trasferita al buio e, successiva
mente di nuovo alla luce (seconda freccia). La scomparsa dell’ammonio dal mezzo esterno
era seguita come indicato in Materiale € Metodi. I numeri in parentesi indicano le per-
centuali di attivitd misurate nei vari periodi di luce e di buio, ponendo uguale a 100 il
valore di attivita iniziale calcolato nel primo periodo di luce. L’attivitd iniziale era di
0,61 umoli NH{ assorbite/ora/mg peso secco di cellule.

L . . cn g .
spensione cellulare alla luce, si aveva un incremento della velocita di assorbi-
mento del’ammonio, che non raggiungeva pero il valore iniziale, ma, risultava
ora pilu bassa del 159%,.

Assimilazione dell’ammonio in cellule cresciute in « batch ».

Cellule cresciute in «batch» in terreno contenente un’elevata concentra-
zione d’ammonio, erano raccolte, lavate e risospese in un mezzo privo d’azoto,
come descritto sopra. La sospensione di cellule, contenente 3,5 mg peso secco
di cellule/ml, veniva divisa in due parti che erano poste alla luce, insufflate con
aria arricchita del 59, di CO,, e termostatate a 40 °C. Delle due parti, una ve-
niva lasciata in queste condizioni per alcuni giorni; l’altra, invece, rifornita
d’ammonio alla concentrazione finale di 5 mM, veniva subito saggiata per la
scomparsa di questo ione. _

Come mostrato in fig. 2, I’assimilazione del’ammonio durante un primo
periodo di luce avveniva in maniera lineare nel tempo e ad una velocita pari a



V. D. MaRTINO RiGANO ed ALTRI, Regolazione dell’assorbimento, ecc. 309

5 — T T

NH (mM)

i |

OL | ] |
50 100 150

Tempo (minuti)

Fig. 2. - Assorbimento di ammonio in periodi alterni di luce e buio in una sospensione

di Cyanidium caldarium preparata con cellule cresciute in « batch » in terreni contenenti

ammonio in eccesso (20 mM). La sospensione conteneva 3,5 mg di peso secco di cel-

lule/ml. Il procedimento sperimentale era come descritto nella fig 1. L’attivita iniziale
era di 0,32 pmoli NH; assorbite/ora/mg peso secco di cellule.

0,32 pmoli/ora/mg peso secco di cellule. Dopo oscuramento si aveva immediata-
mente una quasi totale inibizione dell’assorbimento dell’ammonio che avveniva
ora ad una velocit pari al 15%, di quella iniziale. Se la sospensione cellulare ve-
niva nuovamente illuminata, la velocita di assorbimento dell’ammonio subiva
un incremento, raggiungendo un valore pari a quello iniziale.

Assimilazione| dell’ ammonio in cellule sottaposte a carenza d’azato.

Come detto sopra, cellule di C. caldarium cresciute in condizioni d’eccesso
d’azoto, risospese in un mezzo senza azoto, venivano incubate per alcuni giorni
a 40 °C, in condizioni di illuminazione continua e di aerazione con aria arric-
chita del 5%, di CO,.

Un’aliquota di queste cellule, prelevata dopo 24 ore di incubazione, mo-
_strava in un primo periodo di luce una velocita di assimilazione dell’ammonio
pari a 0,73 umoli/ora/mg peso secco di cellule (velocita iniziale), e dopo oscu-
ramento mostrava, invece, una velocita di 0,27 umoli/ora, che corrispondeva al
37%, della velocita iniziale misurata alla luce (fig. 3). Dopo un nuovo trasferi-
mento alla luce, la velocita di assimilazione dell’ammonio aumentava raggiun-
gendo il 669, di quella iniziale, mentre un ulteriore trasferimento al buio cau-
sava una inibizione del 1009,. Se a questo punto le cellule erano trasferite alla
luce, si osservava una ripresa dell’attivithd di assimilazione dell’ammonio pari al
509, del valore iniziale.

21. — RENDICONTI 1987, vol. LXXXI, fasc. 3.
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La rimanente aliquota della sospensione cellulare posta in carenza d’azoto
veniva saggiata per la capacita di assimilare 'ammonio, dopo 48 ore, alternando
periodi di luce e di buio, per la durata di 7 ore.

Come mostrato nella fig. 4, la velocita iniziale dell’assimilazione dell’am-
monio, misurata alla luce, era pari a 0,96 pmoli/ora/mg peso secco di cellule,

\
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Fig. 3. - Assorbimento di ammonio durante periodi alterni di luce e buio in cellule

di Cyanidium caldarium cresciute in « batch » in condizioni di eccesso di ammonio (20 mM)

e sottoposte a carenza d’azoto per 24 ore. Il procedimento sperimentale era come ripor-

tato in fig. 1. L’attivitd iniziale era di 0.73 pmoli NH] assorbite/ora/mg peso secco
di cellule.

e quindi di 1.3 volte pil alta rispetto alla velocita misurata nelle cellule prelevate
il giorno prima, e di ben 3 volte piu alta di quella delle cellule di partenza. Dopo
trasferimento al buio, I'assimilazione era sempre lineare nel tempo, ma la sua
velocita si abbassava al 649, di quella iniziale, per risalire all’809, se le cellule
venivano nuovamente illuminate. In un periodo di buio seguente, la velocita
di assimilazione dell’ammonio si abbassava al 409, della vclocita iniziale e si
riportava al ‘659, durante un successivo periodo di illuminazione. Durante un
ulteriore periodo di oscuramento, infine, la velocita si abbassava ad appena il
109 di quella iniziale, per riportarsi al 50°/, dopo illuminazione.

Da un confronto fra le figg. 2, 3 e 4 si nota come nelle cellule ipernutrite
e poste in carenza di azoto, si abbia sia un incremento tempo dipendente del-
le attivita iniziali di assorbimento dell’ammonio, sia I'acquisto della capacith
di assimilare 'NH; anche al buio, che era quasi inesistente nelle cellule di
partenza.
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Fig. 4. — Assorbimento di ammonio durante periodi alterni di luce e buio in cellule

di Cyanidium caldarium cresciute in « batch » in terreno contenente ammonio in eccesso

(20 mM), e sottoposte a carenza d’azoto per 48 ore. Il procedimento sperimentale era

come riportato in fig. 1. L’attivita iniziale era di 0,96 umoli NH} assorbite/ora/mg peso
secco di cellule.

DiscussioN

Le cellule di Cyanidium caldarium cresciute in chemostato in condizioni
di azoto limitante la crescita, come & stato notato anche precedentemente [10,
11], hanno la capacitd di assimilare I'ammonio con maggiore velocita rispetto
alle cellule cresciute in «batch» in condizioni di eccesso d’azoto. Le cellule
cresciute in chemostato hanno, inoltre, la capacita di assimilare ’ammonio sia
alla luce che al buio (anche se al buio la velocita ¢ di poco piu bassa), mentre
le cellule cresciute in « batch » assimilano 'ammonio soltanto alla luce e risul-
tano inibite per 1’859, al buio.

Se le cellule di C. caldarium cresciute in eccesso d’azoto vengono poste
in condizioni di carenza d’azoto, esse presentano, gradualmente nel tempo, un
incremento della capacita di assimilare I’ammonio che dopo 72 ore raggiunge
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una velocita 3 volte pit alta delle cellule di partenza. Questo ¢ un fenomeno
generale osservato anche in altre alghe [4, 16, 17], nei batteri [15] e nella pianta
acquatica Lemna [18]. Quello che ¢ interessante notare, perd, & che in Cyani-
dium queste cellule affamate hanno la capacita di assimilare 'ammonio anche al
buio (le cellule di partenza erano, invece, inibite al buio) ad una velocita che ¢é
di appena il 159, piu bassa rispetto alla luce. L’affamamento d’azoto, quindi,
tende a portare le cellule ipernutrite d’azoto nello stesso stato di funzionalita
delle cellule cresciute in chemostato in condizioni di azoto limitante.

Il processo globale di assimilazione dell’ammonio coinvolge la partecipa-
zione di un sistema di permeasi [12, 13, 14] e del sistema glutammina sintetasi/
glutammato sintasi [19] per l'incorporazione dell’ammonio in composti orga-
nici. 11 fatto che in C. caldarium 'assimilazione del’ammonio possa avvenire al
buio (anche se solo nelle cellule affamate) suggerisce che questo processo non
necessariamente dipende dalla fotosintesi. Pertanto la dipendenza dalla luce del-
'assimilazione dell’ammonio nelle cellule ipernutrite d’azoto non sembra ne-
cessariamente indicare una impossibilita di generare al buio PATP e gli scheletri
di carbonio necessari per l'incorporazione dell’ammonio.

Come detto sopra, le cellule affamate presentano una velocita di assorbi-
mento dell’ammonio di ben 3 volte maggiore di quella delle cellule, ipernutrite
di partenza, ed il loro trasferimento dalla luce al buio inibisce solo parzialmente
(36%,) il processo di assorbimento. Dopo 7 ore, perod, dall’aggiunta dell’ammonio
(durante le quali le cellule venivano sottoposte a 3 periodi di luce alterni a 3
periodi di buio), 'assimilazione dell’ammonio, che gradualmente & andata ridu-
cendosi, avviene alla luce ancora con una velocita pari al 509, di quella iniziale,
mentre al buio avviene con una velocita pari al 109, con una inibizione, quindi,
fra luce e buio pari all’809,. L’incapacita acquisita nel tempo da tali cellule
sottoposte ad un regime di ipernutrizione azotata di assimilare ’ammonio al
buio non pud essere attribuita ad un esaurimento delle riserve carboniose in-
terne, che, di sicuro, sono largamente rigenerate nei periodi di luce, e, quindi,
come suggerito sopra, I'inibizione dell’assimilazione dell’ammonio al buio non
puo dipendere da una mancanza dei relativi scheletri di carbonio.

L’andamento nel tempo delle variazioni di velocita dell’assorbimento del-
Pammonio nelle cellule ipernutrite d’azoto sottoposte ad affamamento prima, e
ad ipernutrizione dopo, richiede un’ulteriore analisi. Le cellule ipernutrite assi-
milano 'ammonio con una velocita di 0,35 umoli/ora/mg peso secco di cellule,
e vengono inibite non appena poste al buio. In tali cellule, quindi, quasi tutta
Pattivitd ¢ dipendente da luce ma, dopo 72 ore di affamamento, csse assimilano
’ammonio con una velocitd pari a 0,96 wmoli/ora/mg peso secco di cellule alla
luce, e con una velocita di 0,61 pmoli/ora al buio, con un tasso di inibizione al
buio, quindi, di appena il 36%,. Nelle cellule poste in carenza d’azoto, percio,
la differenza di velocita di assimilazione fra luce e buio, che rappresenta la fra-
zione di attivita dipendente da luce, & pari a 0,37 p.moli/ora. Se si considera che
tale valore corrisponde al valore della velocita con cui le cellule ipernutrite assi-
milavano I’ammonio esclusivamente alla luce prima di essere sottoposte ad affa-
mamento, se ne deduce che la carenza d’azoto determina un aumento nel tempo
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(confrontare le figg. 2, 3, 4) soltanto dell’attivita non dipendente da luce, mentre
lascia invariata Pattivitd dipendente da luce.

Le cellule affamate sottoposte, a loro volta, ad ipernutrizione d’ammonio
ed a periodi alterni di luce e buio per un periodo di 7 ore, passano gradual-
mente da una velocitd iniziale di assimilazione dell’lammonio pari a 0,91 pmoli/
ora mg peso secco di cellule alla luce, e di 0,61 al buio (inibizione del 36%,),
ad una velocita di 0,50 pmoli/ora alla luce, e di 0,11 al buio (inibizione dell’809%,),
con un’attivitd, quindi, dipendente da luce pari a 0,39 pmoli/ora, ripristinando
le condizioni delle cellule ipernutrite di partenza (cresciute in batch). Cellule
affamate d’azoto, percid, sottoposte ad ipernutrizione d’ammonio, subiscono
nel tempo una perdita di capacita di assimilare 'ammonio che interessa esclu-
sivamente 'attivita non dipendente da luce, e che, apparentemente, non inte-
ressa Dattivita dipendente da luce.

I fenomeni osservati sopra hanno significato di meccanismo di controllo,
e, per spiegare come questi funzionano si possono fare piu ipotesi. Si potrebbe
postulare, ad esempio, che nelle cellule ipernutrite la luce rappresenti uno sti-
molo necessario perché composti carboniosi fluiscano verso la via metabolica
dell’assimilazione dell’ammonio, stimolo che apparentemente diventa gradual-
mente non necessario nelle cellule sottoposte ad affamamento.

Questa ipotesi, perd, sarebbe valida nel caso che I'inibizione al buio nelle
cellule ipernutrite fosse quasi totale (come, in effetti, si verifica), e che fosse
completamente assente nelle cellule affamate (che, invece, non si verifica). Né
tale ipotesi puo spiegare come mai nei due tipi di cellule siano presenti valori
quasi uguali di attivitd dipendente da luce, e non variabili nel tempo al variare
delle condizioni di nutrizione azotata, né perché, invece, siano variabili nel
tempo soltanto i valori dell’attivitd non dipendente da luce. Tali variazioni nel
tempo dell’attivita non dipendente da luce, inoltre, sono troppo lente perché
si possa pensare ad uno stimolo positivo da luce (o negativo da buio) su sistemi
preesistenti; il loro andamento, invece, indica chiaramente un coinvolgimento
di processi di sintesi e degradazione di proteine. Ad uno stimolo positivo da
luce (o negativo da buio) su un sistema preesistente si pud invece pensare per
quanto concerne le variazioni di attivita che si osservano nel passare dalla luce
al buio e viceversa che, in questo caso, sono quasi immediate.

Un’altra ipotesi, invece, pill plausibile, & che C. caldarium possegga un si-
stema di permeasi per I'ammonio costitutivo e munito di attivita strettamente
dipendente da luce, ed un sistema induttivo non dipendente da luce. La ipo-
tetica presenza del primo sistema sia nelle cellule ipernutrite d’azoto che nelle
cellule affamate, renderebbe conto del fatto che i valori di attivita dipendente
da luce sono uguali nei due tipi di cellule, e non soggette a variazioni apprezza-
bili nel tempo al mutare della nutrizione azotata. Il secondo sistema, invece,
che potrebbe essere reprimibile da ammonio e dereprimibile da condizioni di
carenza d’azoto, formandosi esclusivamente nelle cellule limitate o affamate
d’azoto e venendo degradato in seguito all’aggiunta di ammonio a tali cellule,
sarebbe responsabile delle variazioni di attivita nel tempo osservate al mutare
delle condizioni azotate della cellula. Tale ipotesi ¢ suffragata dal fatto che si-


file:///xmo/ij

314 Atti Acc. Lincei Rend. fis. — S. VIII, vol. LXXXI, 1987, fasc. 3

stemi di permeasi induttivi sono stati trovati nelle alghe [16, 17], nei batteri
[15] e in Lemna [18].

Si potrebbe ipotizzare pure che C. caldarium possegga due sistemi glutam-
mina sintetasi/glutammato sintasi (GS/GOGAT), uno, induttivo, a localizza-
zione citoplasmatica e derepresso soltanto in cellule affamate o limitate d’ammo-
nio, ed un altro, costitutivo, a localizzazione cloroplastica. Il primo sistema po-
trebbe essere tale da rendere la cellula capace di assimilare 'ammonio al buio
a spese delle riserve di carbonio, mentre il secondo la renderebbe capace di assi-
milare "ammonio soltanto alla luce utilizzando i prodotti della fotosintesi. Que-
sta ipotesi si basa sul fatto che in Chlamydomonas & stata messa in evidenza la
presenza di un sistema GS/Fd-GOGAT a localizzazione cloroplastica, respon-
sabile di un’assimilazione del’ammonio dipendente dalla fotosintesi, e di un
sistema GS/NADH-GOGAT, a localizzazione citoplasmatica, responsabile di
un’assimilazione al buio [20].

La presenza di due sistemi di permeasi, o di due sistemi GS/GOGAT,
muniti di differenti proprieta di regolazione, pud in effetti rappresentare un ec-
cellente mezzo di controllo e modulazione dell’assimilazione dell’ammonio in
funzione delle condizioni globali di nutrizione delle cellule. In condizioni di
affamamento o di limitazione d’azoto, infatti, la derepressione di un sistema indi-
pendente dalla fotosintesi, e capace di assimilare 'ammonio a spese delle ri-
serve carboniose interne, consente alla cellula di assorbire ad ogni istante, ed a
prescindere dalle condizioni di luce o di buio, ogni eventuale traccia d’ammonio
che si renda disponibile nel mezzo esterno. La cellula, in condizioni di un otti-
male stato azotato interno, & in grado, attraverso il controllo della sintesi pro-
teica, di non sviluppare questo sistema; essa, inoltre, se gia lo possiede, & in
grado di degradarlo. Nel caso, invece, delle cellule ipernutrite d’azoto dove il
sistema induttivo € represso, potra essere operante soltanto il sistema costitu-
tivo. Essendo pero tale sistema dipendente da luce e, come detto in un prece-
dente articolo [11], da CO,, 'assimilazione dell’ammonio potra avvenire sol-

tanto quando tutti i fattori nutritivi necessari per la crescita sono largamente
disponibili.
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