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PRODUCCION Y EXCRECION DE
GLICOLATO EN CHLORELLA MARINA

ABSTRACT

The marine green aige Chlorella marina
{CCAP 211/27) excreted glycollate when incuba-
ted under high photon irradiance, high pH and low
C0,. The glyeollate pathway inhibitors o— hydro-
xy— 2 - pyridine — methanesulfonate (HPMS)
and isonicotinyl hydrazide (INH) increased glyco-
ilate excretion rates by inhibiting glycoilate meta-
bolism. Neither compound affected ribulose biphos-
phate (RuBP) carboxylasefoxygenase activity, in-
dicating that the inhibitors do not influence gly-
collate metabolism, Neither compound affected
ribulose biphosphate (RuBP) carboxylasefoxy-
genase qctivity, indicating that the inhibitors do
not influence glveollate formation rates but that
glycollate excretion in their presence may be taken
as an index of the rate of giveollate production,

Previous growth under air or air plus 5 fo
C04 did not influence rates of glycollate produc-
tion. The excretion of glycollute obtained with
C. marina during photosynthesis under normal
conditions of growth, is a demonstretion that
under those the glycollate production and mefab-
olism occur in healthy cells,
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INTRODUCCION

Fl proceso de fotorrespiracitén, tan impor-
tante en ireas tropicales, esta caracterizado por las
simultdneas tomas de oxigeno y liberacién de CO,.
En aire que contiene 300 ppm CQ, v 21 %0 de
oxigeno, la fotorrespiracién puede reducirbasta en
un 30 9/o la productividad fotosintética de plantas
terrestres v acudticas, Debido a que en el ambiente
mayine la concentracién de compuestos del CO,
es alta (aproximadamente 2 mmol dm > HCO,,
pH 8.3), se ha sugerido gque las algas marinas po-
drian mostrar caracteristicas fotorrespiratorias di-
ferentes a los vegetales no marinos (Tolbert v
Osmond, 1976).

En virtud de que el CO, liberado durante la
fotorrespiracion proviene del grupo carboxilo del
glicolato formado a partir de la ribulosa bifosfato
(RuBP), ¥ de que diversas especies de los grupos
Chlorophyta, Phaeophyta, Rhodophyta y Angios-
permae han sido reportadas como capaces de ex-
cretar glicolato (Fogg, 1976), si dicha excrecion se
diera en Chiorellz maring, la determinacion de sus
tasas de excrecidn en presencia y ausencia de los
inhibidores del metabolismo del glicolato (HPMS v
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INH} podria considerarse como un indice de la ta-
sa de sntesis de glicolato.

La reaccidn de oxigenasa de la ribulosa bifos-
fato carboxilasa (RuBP) que resulta de la eventual
produccion de glicolato es favorecida por concen-
traciones bajas de CO, y altas de oxigeno. Esta
reaccién compite con la reaccidn de carboxilacién
de la misma enzima en que la especie activa es el
CO, y el producto es el dcido fosfoglicérico. Se¢ ha
sugerido que la concentracién de €O, en el sitio
de carboxilacion es mantenida por la accion de la
enzima anhidrasa carbonica (E.C. 42.1.1.) y que la
represidn de esta enzima en algas cultivadas bajo
altas concentraciones de CO5 (Nelson et al., 1969)
resulta en la estimulacién de la sintesis de glicolato
cuando las células son transferidas a concentracio-
nes bajas de CO, (Colman et al., 1974; Ingle y Col-
man, 1976).

HPMS (o - hydroxi —2— piridin metano sul-
fonato) ha sido caracterizado como inhibidor de la
enzima que cataliza la conversién de glicolato en
glioxilato en plantas superiores (Zelitch, 1957} y
algas (Lord y Merret, 1969; Codd y Merret, 1971),
El efecto inhibidor en algas es consistenie con un
aumento en la excrecion de glicolato durante la fo-
tosintesis, Si la oxidacion del glicolato es inhibida
completamente por el HPMS, el aumento en la tasa
de excrecion se puede considerar como una medi-
da de la tasa de produccién de glicolato en el alga
(Codd, 1970).

En la presente investigacion se estudia la re-
gulacién del metabolismo ¥ la excrecidon de glicola-
to en el alga verde unicelular Chlorella marina
(CCAP 211/27) bajo diferentes condiciones de
crecimiento y experimentacidn, como una intro-
ducci6én al estodio sistemiético de la fotorrespira-
cibn en un organismo de amplia distribucion que
podria constituirse en un modelo itil para su estu-
dio.

MATERIALES Y METODOS

Células de Chlorells maring cultivadas en
agua de mar artificial (medic ASP—2), fueron utili-
zadas para toda la experimentacion, siguiendo la
descripeién de Provasoli (1963) y Mclachlan
(1973). Para evitar contaminantes, el medio es es-
terilizado en una autoclave a 0,1MPa y la solucidn
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de vitaminas esterilizada por filtracién y agregada
al medio Iuego de que éste se ha enfriado,

Las células son cultivadas en frascos de vi-
drio equipados con agitadores magnéticos, aire es-
téril (260 cm ® s '), y mantenidas a iluminacion
constante a una irradiacidn fotdnica de 550 y mol
m? s provenientes de tubos fluorescentes de uz

blanca.

Los cultivos son mantenidos en aire +5 %/o
€O, en algunos casos, Para efecto de los expern-

‘mentos de excrecion de glicolato, las células de

Chiorella marina son concentradas por centrifuga-
<idn en una centrifuga MSE 41. 2 2.500 g, 4 C, por
15 minutos, lavadas y resuspendidas en una solu-
cién tampén Hepes (10 mmol dm 3) pH 8.0, a una
densidad celular de aproximadamente 25 pg de
clorofila cm®. La suspensién celular resultante es
colocada en un recipiente transparente (2x2,5 cm?)
descrito por Stewart (1978) y burbujeadas con
100 9o oxlgeno aire, o aire mds 5 /o CO,, a una
tasa de 0,5 dm? min!. La suspensién de algas es
equilibrada por espacio de 10 minutos en la oscuri-
dad antes de exponerla a la luz blanca proveida
por un proyector de transparencias Leitz Wetzlar,
equipado con un bombillo con filamento de tungs-
teno. La irradiacién fot6nica en la superficie del
recipiente es de 1.800 ymol m™ 5 ' y la tempera-
tura es mantenida entre 23 y 25 C por medio de
un ventilador colocado para disipar el calor genera-
do por la fuente de irradiacién. A tiempo diferen-
tes, muestras de 1 cm® o 2 ¢m® son removidas y
colocadas en una centrifuga de mesa (Eppemdorf
5412) a 10.000 g por minuto. Los sobrantes son
usados luego para la determinacion de glicolato de
acuerdo con el método de Calkins (1943).

Todos los gases {95 /o aire + 5 /o CO,,
100 9/o aire, 100 /o oxigeno) son proveidos por
Ia British Oxygen Company. Todas las sustancias
quimicas, con excepcidon del a—hidroxi—2—piri-
din metano sulfonato (Fluka AG, ‘Chemische Fa-
brik, RFA) y el 2,7-dihidroxinaftaleno (Sigma
Ltda., Londres), fueron obtenidas de la casa BDH
(British Drug Houses, Inglaterra).

RESULTADOS
Cuando células de Chiorella marina fueron

incubadas en presencia de 5 mmol dm? HPMS
bajo condiciones fotorrespiratorias de concentra-
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Figura 1

Efecto de HPMS sobre la excraecion de glicolato
por células de Chiorefla marina, ® + HPMS;
¢ —HPMS.

cidén alta de oxigeno y baja de CO,, pH bésico y
alta intensidad de luz, se detectd la excrecion de
glicolato, aumentando la misma en presencia de
HPMS (Fig. 1). En ambos casos la excrecion se pre-
sentd de manera lineal durante los 60 minutos que
duraron los experimentos, siendo la cantidad ex-
cretada, después de ese tiempo en presencia de
HPMS, cerca de cuatro veces superior a la excreta-
da en ausencia de] inhibidor,

Para estudiar el posible efecto que una alta
concentracién de CO, durante el crecimiento pu
diera tener en la subsecuente excrecién de glicola-
to, fueren realizados experimentos con algas cul-
tivadas con aire y con altos niveles de CO, (aire
+ 59j0 €0, ), encentrindose que en los casos ex-
perimentados (ver Figs. 3 y 4) no se evidencid nin-
guna relacidn entre las tasas de excrecidn y los ni-
veles de CO, durante el cultivo. Una comparacion
de las figuras 3 y 4 también demuestra que las ta-
sas de excrecidn de glicolato son menores cuando
se burbujea aire durante el experimente de excre-
¢idn, que cuando se utiliza oxigene puro.

En el estudio presente, en que se utilizan
células de C. marina, se demostrd que 10 mmol
dm?® INH estimula la excrecién de glicolato
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Figura 2

Efecto de INH sobre la excrecion de glicolato por
células de Ch/orelfamarina, ® +HPMS; 0 —~PHMS.
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Figura 3

Comparacion de la axcracion de glicolato por calu-
las de Chiorella marina cultivadas con 5 /0 CO, y
en condiciones de aire normales.

¢ -+ HPMS; © —HPMS.

cultivadas en aire

——— cultivadss con 5 ©/o CD,,

37



Pacheco y Codd, Produccion y excrecion da glicolato

. 40
g
3
£ 30
%
8 201
2
3 ot
_m ’ a(p
G 10 20 30 &0 %0 60
Tiempo {min.}
Figura 4

Comparacién de la excrecidon de glicolato burbu-
jeando aire (en lugar de oxigeno) durante los ex-
parimentos de excrecion. VolGmenes de 10 mmol
dm > de NaHCO 4 fueron agregados a cada uno.

® -+ HPMS; © —HPMS

—— CUltivatlas en aire

——— cultivadas con 52/0 0.

(Fig. 2) bajo condiciones estandarizadas utiliza-
das en los experimentos de excrecibn con HPMS
{Fig. 1). Los niveles de glicolato alcanzados des-
pués de 60 minutos de iluminacidn, en las suspen-
siones celulares de C. mering cultivadas con adi-
cion de aire, fue aproximadamente un 300 %/o su-
perior en presencia del inhibidor INH,

DISCUSION

Chlorella marina, asi como otras algas mari-
nas y de agua dulce (Hellebust, 1965 ; Fogg, 1976),
excreta glicolato (Fig. 1). La excrecion del glicola-
to por parte de algas se cree que ocurre en situacio-
nes en que la tasa de produccién de glicolato es
superior a la tasa de glicolato que es metabolizado
(Fogg, 1976). Ahora bien, sj el inhibidor HPMS no
afecta la tasa de biosintesis de glicolato sino que
mis bien inhibe principalmente la transformacion
de glicolato en glioxalato, esto permite tomar a la
tasa de excrecién de glicolato en presencia de
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HPMS como una medida de la formacién de glico-
lato. Asi, los datos incluidos en las figuras 1 y 3
permiten concluir que las tasas de produccién de
glicolato en C. marina son superiores en forma
consistente a las tasas de excrecion del mismo
compuesto, implicando, por tanto, la presencia de
una enzima oxidante del glicolata en las células de
C. marina,

Colman et al. (1974), Ingle y Colman (1976)
y Colman {1978) han informado cémo especies de
Chilorellg de agua dulce y la cianoficea Coccochloris
peniocystis cultivadas a 5 ®/o CO,, excretaron gli-
colato al ser incubadas en la luz, pero que si eran
mantenidas por lo menos 30 minutos con aire
(0,04 ®fo CO,) antes de los experimentos, no se
daba la excrecidn.

Una comparacibn de las tasas de excrecién
de glicolato en presencia y ausencia de HPMS en
células cultivadas en aire (Fig. 1) y en aire +5 %o
CO, (Fig. 3), indica que el CO, suplido durante el
crecimiento no sdlo no tuvo influencia alguna en la
produccién eventual de glicolato, sino que tampo-
co afectd significativamente los niveles de oxida-
cibn enzimdtica del glicolato durante los experi-
mentos de excrecidn. Estos resultados corroboran
la observacion de que los niveles de la enzima oxi-
dante del glicolato en C. marina son poco afecta-
dos por el CO, suplido durante el crecimiento, tal
y como ha sido reportado para Chiorelia fusca, pe-
1o en contraste para la que sucede con Euglena gro-
cilis y Chiamydomonas reinhardtii (Codd et al,,
1969; Nelson y Tolbert, 1969).

El INH (derivado de la isonicotina) es un
potente inhibidor de la conversién enzimdtica de
glicina en serina, paso ﬁnportante en la ruta meta-
bolica del glicolato (Pritchard et al., 1962; Sado,
1980; Beudeker y Tabita, 1983). Mientras Nelson
y Taolbert {1969) y Colman et al. (1974) encontra-
ron que el INH estimulaba Ia excrecion de glicola-
to en algas verdes, Colman y Hosein (1980) no en-
contraron ningin efecto en diatomeas de agua dul-
ce.

El INH también estimulé los niveles de ex-
crecion de glicolato en C. marina (Fig. 2), aunque
estos fueron menores que los logrades con HPMS
(Fig. 1). El estimulo en la excrecidn del compues-
to en presencia de INH es importante en vista que
se conoce que este inhibidor evita la conversion de
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glicina en serina (Pritchard et al., 1962; Fedina,
1980), paso responsable de la produccion de €O,
caracteristica del proceso fotorrespiratorio, Por lo
tanto, un estimulo en la excrecion de glicolato
causada por el INH, representa una respuesta indi-
recta a la inhibicion del paso glicina—serina del ca-
mino metabdlico del glicolato en un sitio diferen-
te al de la oxidacitn del glicolato. Un aumento en
la excrecidn del glicolato causada por el INH se po-
dria explicar como resultade de la conversiGn re-
versible de glicina en glioxalato y glicolato, respec-
tivamente. Aunque ha side reportada la excreciont
de glicina en Chromatium vinosum (Asami y Aka-
zawa, 1978) y de glioxalato en Sphaerocystis
schroeteri (Stewart v Codd, 1981), que podrian
explicar los menores niveles de excrecion de glico-
lato obtenides con INH en comparacién con los
abservados con HPMS (Figs. 1 y 2), se pudo de-
terminar que C. maring no excreta ninguno de los
metabolitos reportados por los mencionados auto-
res, en coincidencia con los informes de Hellebust
{1965) para algunas algas marinas unicelulares.

La excrecidn de glicolato observada en
C. marina durante la fotosintesis eh un ambiente
de aire (Fig. 4) es una demostracién de que bajo
condiciones normales de crecimiento, la produc-
¢idén de glicolsto y su metabolismo ocurren en cé-
lulas sanas en las condiciones estudiadas, En con-
cordancia con los estudios de Codd y Merret
(1971) para algas dulceacuicclas, la adicion de oxi-
geno puro a las suspensiones de C. maring, dio co-
mo resultado la obtencidn de mayores niveles de
produccion de glicolato que los observadores cuan-
do solamente se agregaba aire durante los experi-
mentos de excrecion (Figs. 1 ¥ 3). Las condiciones
fotorrespiratorias de alta irradiacitn, baja concen-
tracion de CO, y alta concentracién de G, durante
los experimentos de excrecion, aunque podrian ser
cuestionados comeo condiciones “artificiales”,
Fogg (1976) ha reportado 1a existencia de condi-
ciones similares en el ambiente marino. Por lo tan-
to, los estudios realizados en el laboratorio, en esta

opertunidad, podrian extenderse de cierta manera
a los ambientes naturales.

Tal y como se muestra en las figuras 3 y 4,
no se observd ningin estimulo de la excreciton de
glicolato, cuando se compararon células cultivadas
en ambientes de alta concentracidén de CO; (y las
cultivadas a 0,04 9/o CO,). La afirmacién que la
excrecion de glicolate por las algas sélo es posible
lograrla cuando las células han sido cultivadas en
aire con un suplemento de CO4 (1 a5 9/0), como
resultado de una menor eficiencia fotosintética en
ellas atyibuida a unarepresion de la enzima anhidra-
sa carbdnica (con una estimulacidn concomitante
de la reaccion de oxigenasa de la ribulosa difasfato
carboxilasa-oxigenasa}, de acuerdo can los infor-
mes de Ingle y Colman (1976), Hogetsu y Miyachi
(1979) y Bird et al. {1980), no se puede aplicar al
presente caso. De acuerde con Raven (1970), en
organismos con el Ciclo de Calvin, en el que el car-
bona es aportado como CO, y en los que la reac-
cion de carboxilaciéon usa C0,, no hay una utilidad
obvia que fundamente la presencia de la anhidrasa
carbonica (que cataliza la hidratacién reversible del
dioxido de carbono). De acuerdo con Miyachi y
Shirawa (1979), Ia especie activa de “CO,” utiliza-
da por Chlorella vulgaris es CO,; Shelp y Canvin
{1980) han informado que CO, es también utiliza-
do por Chiorella emersonii. Osterlind (1957) y Ra-
binowitch (1968) habian llegado también a con-
clusiones similares. Si en C. marina se presenta una
situacion como la descrita para las otras especies
de Chlorella, y en vista de los resultados ya aqui
sefialados con los experimentos de excrecidn, se
podria concluir que, aun en el caso de que la anhi-
drasa carbénica estuviera presenie, su papel como
un paso importante en el mecanismo concentrador
de CO, a partir del bicarbonato, no es importante
en esta alga marina. El hecho de que en el océano
la concentracion de CO, sea unas 50 veces mds
alta que en la atmdsfera, apoya la idea de que el
mecanismo concentrador de CQO, no tiene razén
de existir en Chilorella marina.
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