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INTRODUCCION 

Lo levadura ba<:,JuJJwrru¡w. c,,.,.,;,;a,, es un hongo oscomiceto unicelular cuyo ciclo de vida, 
en el que se alternan foses hoploides. facilito su esludio genético: odemós de que ha 
constituido un modelo biológico importante poro el estudio de uno variedad de fenómenos 
fisiológicos. 

Este microorganismo puede cultivarse fócilmente. yo que es copoz de crecer en medios 
sintéticos que contengan soles. vitaminas. elementos trozo, uno fuente de carbono y uno 
fuente de nitrógeno. 

Lo glucosa constituye uno de los principales fuentes de carbono y se oxido durante la 
glucólisis hasta ócido pirúvico, produciéndose energía y poder reductor. En presencio de 

oxigeno. el ócido pirúvico se oxido hasta C02 y aguo. J.i. wiwil.úu es un organismo 
facultativo; es decir, es capaz de crecer tonto en presencio como en ausencia de oxigeno. 
En este último coso. el ór.ido pirúvico se degrado hasta C02 y etanol. 

Por otro porte, este microorganismo es capaz de utilizar amonio y uno gran variedad 
de moléculas orgbnicas nitrogenados como únicos fuentes de nitrógeno celular. La 
utilización tanto de nitrógeno orgónico como inorgánico, dó como resultado lo síntesis de 
ócido glutómico y glutomino; intermediarios metabólicos que distribuyen su nitrógeno en 
lo síntesis de otros ominoócidos, aminoozúcores, vitaminas, purinas y pirimidinos. 

ASIMILACION DE AMONIO. 

Lo asimilación de amonio es un proceso mediante el cual, el amonio proveniente del medio 
de cultivo o del catabolismo de compuestos nitrogenados, es incorporado o esqueletos 

de carbono. En organismos procariontes como f:. C<>t y en eucoriontes sencillos como 

'TI.u~, /;'f"'?Ji,," J.iaccla""""I"" y Camdida., este proceso esto mediado por dos 
enzimas: lo deshidrogenaso glutámico dependiente de NADP (GDH-NADP) (1- 5) y lo 
glutomino sintetoso (GS). 

Lo GDH-NADP, catolizo lo ominocián reduclivo del 2-oxoglutorato, dando como 
producto ácido glulómico: 

GDH 
NH4+ + 2-oxoglutorato + NADPH --------'> Glutamoto + NAOP+ 



En levadura, se ha reportado que lo actividad de GDH-NAOP esló regulado por lo 
concentración inlrocelulor de 2-oxglutoroto (6), que o su vez, depende direclomenle de 
lo fuenle de carbono y lo vio por lo que éslo seo melobolizodo. 

Lo GS cololizo lo producción de glulomino o porlir de ócido glulomico y amonio. En 
esto reacción se ulilizo uno molécula de ATP: 

GS 
Glulomoto + NH4' + ATP ---------> Glulomino + ADP + Pi 

El ócido glulómico y lo glulomino obtenidos durante lo asimilación de amonio, son 
precursores en lo formación de lodos los compueslos nilrogenodos celulares. o lrovés de 
donar sus grupos omino y omido, mediante reacciones de lronsominoción y lronsomidoción, 
respeclivomente. 

Lo utilización de ominoócidos como fuente de nitrógeno, implico su degradación hasta 
amonio y el correspondienle esqueleto de carbono. En este proceso porlicipon diversos 
enzimas catabólicos. que estón sujetos o un sistema de regulación denominado represión 
catabólico nitrogenado (7-9). Este mecanismo, previene lo expresión de estas enzimas 
catabólicos en presencio de amonio o de los productos primarios de su asimilación 
(glutomoto y glutamina} (10). En algunos microorganismos, se ha reportada que lo 
glulamina es el efeclar de la represión cotabolica nitrogenado (7,9 y 11 }. En levadura, 
eslo no se ho demostrado. 

En rb~ CMMa, y houluw,""t"" ww.>i!ia• se ha encontrado que la actividad de 
GS es olio cuando el microorganismo se culliva en ócido glutómico cama ünica fuente 
de nilrógeno, inlermedia cuando se cullivo en amonio y baja cuando se ulilizo glulomina 
como ünico fuenle de nilrógeno (12, 13). Lo actividad enzimático de esta proleino se 
regulo modulando la síntesis de las subunidades y por un proceso de inaclivación 
dependienle de glulomino (i4-i6}. lo síntesis de la glulomino sintetasa, por otra parle. 
se modulo por tres sistemas de control independientes que responden a diferentes sei'lales 
metabólicos (14). Se ha demostrada que los cambios en la expresión de lo glulamina 
sintetaso como respuesta a los tres sistemas regulotarias, se deben a cambias en los 
niveles de mRNA. 

CATABOLISMO DE GLUTAMINA 

En /J. wvwvJm, el catabolismo de glutamino procede principalmente por acción de lo 
glutaminaso y de la vio de la W-omidoso. (17,19). 

Esta levadura posee das glutominasas (A y B}, que presentan diferente pH óptimo. Lo 
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glulorninoso A se recupero en lo fioccion insoluble de exlroclos crudos, mientras que lo 
glulorninoso 8 es ciloplásrnica y se regula negolivarnente por ácidos orgánicos corno 
piruvalo. glioxalolo y 2-oxoglularolo ( 17). Lo degrodocion de glulomino vio glulorninoso. 
resulla en la producción de amonio y ácido glulórnico. 

La vio de la Vl-ornidoso. consliluye uno rulo ollernoliva pmo el colobol1srno de 
glulornina, donde esle orninoócido es lronsorninodo por medio de lo glutamino 
orninolransferoso. obteniéndose diferenles ominoocidos y 2-oioglulmomoto; poslerior
rnenle, es\e cornpueslo se hidrolizo por lo W-ornidoso. obleniéndose 2-oxoglulorolo y 
ornonio. Eslas dos vias de degradación de glularnino se regulan de manera inversa; eslo 
es. bojo condiciones de rnicrooerofilio en donde se acumulo piruvolo, lo glulominosa B 
se inhibe y lo glulomino se degrado vio W-omidoso (18). En condiciones aeróbicos, lo 
concenlroción de piruvolo disminuye y lo glulornino se cotobolizo por lo glulominoso B 
(19,20). En cuonlo o lo oclividod de glulorninoso A. solo se ho reporlado que eslb unido 
o membrana y que presento un pH óplimo de 7.'i, o diferencio del pH óplirno de lo 
glulorninoso B. cuyo pH op\irno es de 8.3. 

CATABOLISMO DE CARBONO 

FERMEN1ACION ALCOHOLICA. La glucolisis anaerobio, que do elonol y CO¡ corno productos 
finales, es coroclerislico de levaduras, aunque algunos plonlos inferiores y algunas 
rnetozoorios son. copoces de llevarlo o coba (21). 

Lo ulilizoción de glucosa por levaduras requiere. como primer poso, su lronsporle o 
lrovés de lo membrana (22). misrno que ocurre bojo condiciones de equilibrio y no es 
ocurnulo\ivo. Uno vez que lo glucosa ho sido lronsporlodo ol inlerior de lo célula, se 
fosforila o glucosa 6-fosfo\o por acción de uno hexocinoso conslitulivo (23). El mecanismo 
de eslo reacción fisiol0~irnmenle irreversible ho sido ornpliornenle esludiodo; al contrario 
de hexocinasos de organismos superiores, lo enzirnc de levoduro no es sensible a inhibición 
alos\érico por glucosa 6-fosfolo (24). 

Uno glucoso-foslolo isorneroso muy oclivo, monliene un equilibrio enlre glucosa 
6-fosfalo y lructosa 6-fosfolo. Lo fosforiloción de frucloso 6-fosfolo a fruclosa 
1,6-difosfolo, colalizodo por uno foslofruclocinoso, es virluolrnenle irreversible ¡,,, vioo, 
lo que hoce o eslo enzima porliculorrnenle imporlonte en lo regulocion de lo glucálisis. 
En levoduro. eslo enzima es fuerlemenle inhibido por A1P (25) y se ho dernoslrodo que 
lo concenlroción de foslofruclocinoso puede vorim ornpliomenle dependiendo de lo fuenle 
de corbona y energio (26). 

Lo ruplura de frucloso 1,6-difosfolo en dihidroxiocelono-fosfolo y gliceroldehido 
3-fosfolo, es cololizodo por uno oldoloso. Lo inlerconversión enlre los dos productos 
finales de lo rupluro de frucloso 1,6-difosfo\o, es ca\olizodo por uno lrioso-fosfo\o 
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isomeroso: eslo reacción favorece lo formación de gliceroldehido 3-fosfala. [/ siguienle 
poso, cololizodo por lo gliceroldehido 3-fosfolo dehidrogenoso, do como producto 
1,3-difosfoglicerolo: posteriormenle, uno fosfogliceroto cinoso que lomo AOP, colo/izo lo 
síntesis de 3-fosfoglicerolo mas A1P. El 3-fosfoglicerolo es converlido o 2-fosfogliceroto 
por occion de lo fosfoglicerolo mutoso. Esle úllimo producto se deshidrolo hoslo 
fosfoenolpiruvolo por uno enoloso. 

El rompimiento de fosfoenolpiruvoto o piruvoto. acoplado o lo producción de ATP, es 
colol'izodo por lo piruvalo cinoso. Esta enzima octüo irrevers'1blemenle en condiciones 
fisiológicas. Se hon descrilo dos diferenles mecanismos de regulación de esla enzima 
(27}: lo concentrocion de piruvolo cinoso vario con lo fuente de corbona y su oclividod 
depende de lo concenlroción de frucloso 1,6-difosfoto (28). En cierlos levaduras, los 
dos mecanismos pueden co-exislir (29). En h. wiwitia.t, lo piruvoto cinaso es dispensable 
en condiciones gluconeogéniros (30) y necesario poro mantener las pozos de A1P, ADP 
y AMP cuando este microorganismo es cullivodo en limnocion de fuenle de carbono y 
energía (30). 

El piruvoto formado en lo reoccion precedente, es decorboxilodo hoslo aceloldehido 
por lo piruvolo decorboxilasa. [I aceloldehido formado se reduce o elanol en una reacción 
catolizado por uno alcohol dehidrogenoso. Se ho reportado la presencio de dos isoenzimos 
de alcohol dehidrogenoso en levadura (31.32). Uno de ellas es conslitulivo y pudiera eslor 
relacionada con lo fermentación de glucosa: mienlros que lo otra, inducido par oxigeno 
y reprimida por glucosa, pudiera tener el papel de oxidar el elonol cuando lo levadura se 
culliva en presencio de esle compuesto como fuente de carbono. Ambos enzimas dependen 
de NAO pero difieren en lermoestobilidod y especificidad por sustrato. El rendimienlo 
energélico de lo fermentación alcohólico es aproximadamente de un 253. 

ME1A80LISMO AEROBICO. Lo vio final poro lo oxidación de nulrientes en condiciones 
aeróbicas, es el ciclo de Krebs. Carbohidrotos. ominoócidos y derivados de lipidos, se 
oxidan hosto C01 y agua en este ciclo: el cual, acoplado o lo cadena respirolorio, oclúo 
como el principal productor de energio de lo célula. Por olro parle, varios de sus 
intermediarios sirven como precursores de lo síntesis de numerosos consliluyentes 
celulares. En levaduras y olros organismos eucoriontes, los enzimas que porlicipon en el 
ciclo de Krebs están locolizodos en lo mitocondrio. 

En el ciclo completo. ocurren cuatro dehidrogenociones y dos decorboxilociones. Las 
primeros, son los reacciones clove desde el punlo de vislo energético del ciclo, mientras 
que los últimos l'iberon los residuos de ocelote en formo de C01. 

El resultado nelo de uno vuelto camplelo del ciclo, es lo síntesis de un enloce foslalo 
rico en energía y lo producción de ca-enzimas reducidos, tres moleculos de NADH2 y un 
enloce proteico íADH2. Posleriormenle, lo transferencia de electrones o o>igeno molecular, 
o través de lo codeno respiratorio, se acopla o lo síntesis de A1P o porlir de ADP y fosfato. 
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Esle proceso se conoce como fosf oriloción oxidolivo y su mecanismo esto ompliomente 

estudiado. [n lev.oduros del género J.,ar.r.kv,,,.""i""' exislen sólo dos sitios de fosforiloción, 
con lo consecuente sinlesis de sólo dos moléculas de ATP por codo molécula de NADH2 
oxidado ( 33,34 )~ 

CICLOS FUTILES 

Duronte lo vio glucolitico, se presenlon dos cosos en que, reacciones reversibles, 
funcionando simullóneomente en ambos senlidos, conducirían o lo hidrólisis de uno 
molécula de ATP. Esle tipo de vios, se hon denominado ciclos fúliles. Ejemplo de ello es 
lo reacción catolizado por lo hexocinoso y su contraparte. catolizado por lo glucosa 6 
fosfotoso: 

HEXOCINASA 
1) GLUCOSA + ATP ---~ GLUCOSA 6 FOSFATO + ADP 

GLUCOSA 6 FOSFATASA 
2) GLUCOSA 6 FOSFATO + H10 GLUCOSA + Pi 

Lo sumo de ambos reacciones, en coso de funcionar simullóneomente, serio: 

ATP + H20--------:> ADP + Pi 

El otro coso en que ocurre este tipo de reacción, son los reacciones catolizados por 
lo fosfofructocinoso, en un senlido, poro dar uno molécula de fructoso 1.6 difosfoto 
fosforilondo o lo frudoso 6 fosfato, mcdianle el gasto de uno molécula de ATP y su 
conlroporle, cololizodo por lo fructoso 1 6 difosfotoso. que produce frucloso 6 fosfolo y 
fosfato o partir de fructoso 1,6 difosfolo. En esle coso, lombién el resullodo neto, si 
proceden simultáneamente ambas reacciones, es lo hidrólisis de una molécula de ATP. 

Otros ciclos fútiles que operan en organismos superiores involucran productos como 
odenosino y AMP (48), triglicéridos y ácidos grosos (49) y glulomolo y glulomino (50). 

Trodicionolmcnle, se pensó que los ciclos fútiles no ocurrían en células inloctos, 
considerándose que bojo cualquier wcunsloncio melobólico. uno de los reacciones 
procederio o muy bojo velocidad y lo contrario o olla velocidad. Sin embargo, estudios 
hechos con células de hígado de momiferos. mostraron que lo glucólisis y lo 
gluconeogénesis pueden funcionm simullóneomenle. o veces o velocidades muy parecidos; 
evidenciando que, bojo ciertos condiciooes metabólicos, los ciclos fútiles pueden funcionar 
en células normales. Acluolmenle, existe conlroversio acerco de lo función de los ciclos 
fúliles. Uno corrienle de pensamiento, considero que los ciclos fúliles porlicipon en lo 
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regulación de vios metabólicos opuestos. suplementando el control olostérico mediante lo 
hidrólisis de excesos de ATP.(51, 52). Otro ideo. es que los ciclos fútiles pudieron constituir 
un mecanismo poro producir color. (53). 

En cuonlo o microorgonismos, se ho demoslrodo en e. ool;, lo existencia de un ciclo 
que involucro lo reconversión de frucioso 6 fosfato o frucloso 1,6 difosfoto. durante el 
crecimiento de células cultivados bojo condiciones gluconeogénicos (54). Sin emborgo. no 
existen otros estudios que asocien ciclos fútiles durante el metabolismo de glucosa en 

células de microorganismos en cultivo. En n. CIWM, se ho descrito el ciclo de lo glutamino 
(34), proponiéndose que funciono como un mecanismo de disipación de energía. En este 
ciclo. se encuentran involucrados el amonio y los productos de su asimilación, glutómico 
y glutomino. Lo único otro evidencio de cicloje del nitrógeno en microorganismos, son 

experimentos que muestran que amonio morcado sufre un recambio. en cultivos de lli. 
"'"1oJ,,..uw" y e. rol (55). 

INTERACCION DEL METABOLISMO DE CARBONO Y NITROGENO. 

El metabolismo de carbono interactúo con el de nitrógeno en primero instancio, durante 
el proceso de osimiloción de amonio descrito; yo que. poro lo biosintesis de glutomoto y 
glulomino. se requieren esqueletos de corbona, energia y poder reductor. Por olro porte. 
lo distribución del nitrógeno, o través de los donadores glutomolo y glutomino, implico un 
recambio de esqueletos de corbona. 

Lo interconversión entre amonio, glutcmoto y glutomino, constituye lo lineo divisorio 
entre lo biosintesis y degrodoción de compuestos nitrogenados, generándose un ciclo de 
sinlesis y degrodoción de glutomino. 

En este estudio, trotamos de demostrar que, dados los condiciones de operación de 
este ciclo, es decir: 

1) el gasto de ATP durante lo sintesis de glutomino o porlir de amonio y glutomoto. 
2) el gasto de poder reductor durante lo síntesis de glulomoto o porlir de 2-oxoglutoroto 

y amonio y 
3) el recambio de esqueletos de carbono durante el proceso de asimilación de amonio; 

su funcionamiento resulto determinante poro uno eficiente utilizoción del corbona. 
convirtiéndose en un punto clave de lo regulación coordinado de:I metabolismo de carbono 
y lo asimilación y distribución del omonio. 
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OBJETIVO 

Cuando uno levadura se cultivo en oerobiosis, el ciclo de ócidos lricorboxilicos constituye 
lo etopo finol de lo oxidación de esqueletos de carbono. Este ciclo, cumple el papel dual 
de proporcionar energio e intermediarios metabólicos. El 2-oxoglutoroto es uno de los 
intermediarios más importantes que se producen durante lo operación de este ciclo. Como 
se mencionó en lo introducción, lo deshidrogenoso glutómico dependiente de NAOP, catolizo 
la sintesis de ócido glutómico o partir de amonio y 2-oxoglutoroto. Por lo tonto, lo 
asimilación de amonio constituye el proceso metabólico en donde convergen el metabolismo 
de nitrógeno y el de corbona. 

El objetivo de este trabajo, ho sido determinar el papel de lo glutomino sintetoso, 
enzima que también es capaz de asimilar amonio, como modulador del metabolismo de 

carbono en ~"1""' c<ltWU.iru,. 
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MA1ERIAL Y ME10DOS 

CEPAS: Se utilizaron los siguientes cepos: 

CEPA GENOTIPOS REt E RE l~CIA 
S288C Silvestre, MA1c1. moll go12 Cold Spring Harbar 

Loborolorv. New York USA. 
CN10 Glu\aminoso B- · derivado M. Soberón, el.al. ( 17) 

de lo S288C 
CNl MA1a inol-13 ino2-8 go12 A. Gonzólez, el.al. (40) 

con2 aln 
CN6 lvs2 GLNt LEUt A. Gonzólez el.al. ( 40) 

CN20 1ronsaminoso de M. Soberón, el.al. ( 18) 
glulamino-. Derivado de 

lo S288C. 
AH22 MAlo leu2-3 leu2-112, Cold Spring Horbor 

his 3 conl Loborolvrv New York USA. 
D286-;-A MA1o ode 1, his 1 Cold Spring Harbar 

Loborolorv, New York USA. 
MC3 MA1o inol-13, ino 2-8 Culber\son, el.al. ( 41) 

0012 conl 

MEDIOS DE CULTIVO y cor~DICION[S DE CRECIL11ENTO 

MEDIO RICO (YPD): Se preparó con Exlroc\o de Levadura ol 13, Peptona de Caseína ol 
23 y Dex\roso al 2%. Es\e medio se utilizó poro el crecimiento de precul\ivos. 

MEDIO MINIMO (MM): Se preparó con soles, vilominos y elementos \rozo; según lo fórmula 
de Difco Yeos\ Base. Se utilizó Dextrosa al 23 como fuente de Carbono y Sulfato de 
Amonio 40mM como fuente de Nitrógeno. 

MEDIO SIN Nl1ROGENO (SN): Se preparó igual que el Medio Mínimo pero sin Sulfato de 
Amonio; suplemenlóndose lo f uenle de nitrógeno con el Aminoócido indicado o uno 
concentración de 1 mg/ml. 

8 



CONDICIONES DE CRECIMIENlO: Los célulos se cul\ivoron o 30°C y 250 rpm. El crecimiento 
se determinó midiendo lo densidod óp\ico o 600nm .. 

DETERMINACION DE ACTIVIDADES. ENZIMATICAS 

DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE PIRUVAlO CINASA: Los célulos se coleéloron posondo el 
cultivo por filtros millipore \ipo RA 1.2um. Lo postillo se resuspendió en un omortiguodor 
de ex\rocción que contiene: 

KH1P04 50mM 
EDTA 2mM 

B-mercoptoetonol 2mM 

o un pH de 7.4. Posteriormente se rompieron por agitación con perlos de vidrio, con cinco 
pulsos de un minuto codo uno en un Vortex. Lo suspensión se centrifugó o 15,000 rpm 
duronte 1 O minutos y se recuperó el sobrenodonte. El extroclo se montuvo lodo el tiempo 
u 4ºC. Poro medir lo oc\ividod enzimótico se preporá lo siguiente mezclo de reocción: 

MOPS 1 M pH=6.5 lOOul 
MgCl1 lM 24ul 
KCI lM lOOul 
F ruc\oso 1,6 difosfo\o 10ul 
NADH (10 mg/ml) 12ul 
LDH 16ul 
ADP lOOmM lOOul 

Se puso lo mezclo de reoccián en unJ celda de cuorzo y se o~odió el ex\roc\o más oguo 
bides\ilodo hos\o oforor o 900ul. Se inició lo reocción con 100ul de PEP (0.02 gr/mi), 
siguiendo lo absorboncia a 340nm en un espec\rofo\óme\ro. 

Paralelamente, se corrió un control sin ADP y un blanco sin extroc\o, yo que lo 
preporoción comercio! de LDH tiene uoo peque~o contominoción por Piruvoto Cinoso. 

DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE GDH-NAO: Se preparó un extroclo de iguol manero que 
poro actividod de piruvoto cinoso, cuyo omortiguodor de extracción contiene: 

K2HP04 O.lM 
EDTA lmM 

B-mercoptoetonol 2mM 
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o un pH de 7.0. Lo mezclo de reacción poro ensayo de oclividod contiene: 

K1HPQ4 1 M pH= 7.0 1 mi 
2-oxoglutoroto O. lM 300ul 
NAOH 3mM 120ul 
NH4CI 1 M 500ul 

Aguo bidestilodo Bml 

Se puso 1 mi de mezclo de reacción en uno ce Ido de cuarzo y se inició lo reacción con 
el extracto; midiendo lo obsorboncio o 340nm en un especlrofotómetro. Porolelomenle, 
se.corrió un control sin 2-oxoglutoroto y uno sin cloruro de amonio. 

DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE GLUTAMINO SINTETASA: Se preparó un extraclo igual o los 
anteriores cuyo amortiguador de extracción contiene: 

K1HPQ4 5mM 
EDTA 5mM 

K1S04 50mM 

o un pH= 7.2. Se determinó lo oclividod siguiendo el método de tronsferoso de íerguson 
y Sims (1974). (42). 

DETERMINACION DE POZAS DE AMINOACIDOS: Se llevó o cabo de acuerdo ol método descrito 
( 43). En lodos los cosos. se llevaron o cabo \res determinaciones y se presento un 
promedio. 

DETERMINACION DE GLUCOSA IN1RACELULAR: Se colectaron los céluios por filtración y lo 
postilla se resuspendió en 2 m! de aguo desionizodo. Se hirvió lo suspensión durante 1 O 
minutos y posteriormente se rompieron las céluos por ogiloción en un Vorlex. con perlas 
de vidrio, durante 4 minulos. Se centrifugó lo preparación o 15,000 rpm durante 10 
minutos y se recuperó el sobrenodonte. 

Lo pozo de glucosa se determinó con el reactivo Kit 5t0 de Sigma, poro determinación 
de glucosa en sangre. Todos los determinaciones se hicieron por triplicado y se presento 
un promedio. 

DETERMINACION DE POZA INTRACELULAR DE ATP: Se llevó o cabo de acuerdo al método de 
Lomprecht y Troutschold (1965). (44). Todos los determinaciones se hicieron por triplicado 
y se presento un promedio. 
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DETERMINACION DE· POZA INTRACELULAR DE ADP: Se llevó o cabo de acuerdo al método 
de Adom (1965). (45). Todos los determinaciones se hicieron por triplicado y se presenta 
un promedio. 

MEDICION DE EVOLUCION DE 14C02: Se incubaron 10 mi de cultivo en presencio del 
metobolito radioactiva y con un suministro de aire por burbujeo, fillrodo o través de uno 
trompo de NaOH 2.5N. El aire que solió del cultivo, se desplazó por medio de trompos y 
el C02 se atropo en tres matraces conectados en serie, que contenion NoOH 2.5N. Uno 
vez carbonatado lo soso, se precipitaron los carbonatos con concentraciones equivalentes 
de NH4CI y BaCl2. Se recuperó el carbonato de bario formado por fillroción y se contó 
en un contador de centelleo o fin de determinar lo cantidad de radioaclividad incorporado 
como C02 y precipitado como carbonato. 

DETERMINACION DE PROTEll~~.: la concentrocion de proteina se determinó por el método 
de lowry (46). Todos las determinaciones se hicieron por duplicado. 

TRANSFORMACION GENETICA: la mutante CN 1 se Jransformó de acuerdo al método de 
Hinnen el. al. ( 1978). ( 4 7). 
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RESULTADOS Y DISCUS/01~ 

Coroclerizoción fenotípico de lo mutante CN10 

A porlir de lo cepo silvestre S288C, se seleccionaron mutantes incopoces de crecer en 
presencio de glutomino como único fuente de nitrógeno y se aisló lo mutante CN10 (17). 
El análisis bioquímico de esto mutante, reveló que presentaba una disminución en la 
actividad de Glutominasa B (17). 

Con el fin de analizar si el fenotipo de lo mutante CN10 se debía o lo presencio de 
uno solo mutación, se intentó hacer un estudio de segregación. Poro esto, se cruzó o lo 
cepo CN10 con los ouxótrofos AH22 y 0286-A (ver material y métodos). Con ambos cepos 
se obtuvieron diploides capaces de crecer en glutamino como único fuente de nitrógeno, 
lo que indico que lo mutación de lo cepo CN10 es recesivo; sin embargo, los diploides 
formaron esporas aberrantes, esto es, oscos r.on sólo dos o tres productos. En los 
esporódicos cosos en que lo esporulación llevó o lo obtención de cuatro productos, las 
esporas formados fueron incapaces de germinar, por lo que no fué posible llevar o cabo 
un anólisis de segregación. Esto incapacidad poro esporular que presento el dip!oide se 
debe, muy probablemente, o lo concentración intracelular elevado de glutomino que 
presento uno de los parentales. Evidencia de esto, son los experimentos realizados con 
uno mutante ofeclodo en lo actividad de tronsaminaso de glutomino: esta cepo (CN20), 
aislado en nuestro grupo (18), es inropo7 d0 d0 grodor grutomino vio transaminasa y, en 
consecuencia, presenla pozas intracelulares de glutomino de tres y cuatro veces mayores 
a las que presenta la cepo silvestre. La mutante CN20, al igual que lo mutante CN10, 
produce esporas aberrantes )' no viables cuando se cruzo con el ouxotrofo AH22, aun 
cuando el diploide es capaz de crecer en presencio de glutomino como único fuente de 
nitrógeno ( 18) 

Estos resullodos sugieren que lo sola presencio de glutornino intracelular acumulado 
impide lo esporulocion. Es decir, aún cuando los diploides CN10/AH22 y CN20/AH22 son 
capaces de crecer en glutomino corno único fuente de nitrógeno (sugiriendo que tanto lo 
mutación en lo glutominoso B como lo mutación en tronsominoso de glutomino son 
recesivos), lo incapacidad de esporular indico que lo presencio de un alelo silvestre, seo 
de glutominoso 8 o de tronsominoso de glutomino, no es suficiente poro mantener uno 
poza de glutomino intracelular de tipo silvestre. Esto indico que, si bien los diploides 
pueden crecer en presencio de glutomino coma único fuente de nitrógeno, sugiriendo que 
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se \rolo de mulociones recesivos, el hecho de que no puedan esporular eficienlemenle 
indico que pudiera halarse de mulociones semidominonles. Dado que el lenolipo que 
presenlo lo cepo CN10 es pleiolrópico, serio necesario hacer esludios con el diploide, poro 
delerminor qué ospec\os del fenolipo se enmascaran en el diploide, dado lo presencio de 
un alelo silveslre de glulominoso. 

Considerando que h. "'"'".,;"' consliluye un excelenle sislemo poro llevar o cabo 
análisis genélico y dado que nueslro mulonle ''º puede ser ulilizodo poro eslos fines, 
podrio pensarse que uno cepo como lo mulonle CN10 resul\o de poco ulilidod. Sin embargo, 
es imporlonle considerar que, hoslo ahora. no se han aislado en ningún microorganismo 
mlllonles incapaces de degradar glu\omino vio glulominoso, por lo que el esludio del 
fenotipo que confiere es\o mutación resul\o inleresonle, aún cuando no es posible hacer 
un análisis genético de lo mismo. 

Por airo parle, como se mencionó en lo introducción, hemos demaslrodo que existen 
dos vios ollernolivos de degradación de glulomino, dependiendo de lo presencio o ausencia 
de oxigeno (19). Asi, cuando se cul\ivo o lo mulonle CN10 en condiciones de micraoerofilio 
y en presencio de glulomino como unico fuenle de nilrógeno, eslo cepo es capaz de 
degradar el ominoócido. dado que no presento olleroción en lo vio de degrodoción utilizado 
en eslo condición (lronsominoso de glulomino). donde es\o cepo presento un fenotipo 
silvestre. 

A) Utilización <le fuentes de nilrogeno 

Como se mencionó onleriormenle. se aisló lo mulonle CN10, seleccionándose por su 
incapacidad de crecer cuando se cullivo en glu\omino como único fuenle de nilrógeno. 
Esto mulonle tampoco crece cuando el medio de cullivo contiene simul\áneomenle 
qlulomino y amonio como fuenles de ni\rogeno (Fig. 1A y B): eslo sugiere, que lo presencio 
e imposibilidad de degradar glulomino impide o la célula lo ulili¡Qción del amonio.Cuando 
se cultivo o es\o mu\onle en amonio como único fuenle de nilrógeno. presento uno fose 
lag de doce horas, después de lo cual, crece con un tiempo de duplicación dos y medio 
veces mayor al de lo cepo silvestre cullivodo en es\ o condición (fig. 1 C). Asi, esto mular.le, 
además de ser incapaz de utilizar glu\omino, oporen\emenle presento problemas en lo 
utilización de amonio. 

Por otro parle, debido o que eslo cepo no degrado glulomir.o. esle aminoácido se 
acumulo inlrocelulormenle (labio 1): de modo que es posible observar uno relación inverso 
entre lo pozo inlrocelulor de glulomino y lo capacidad de crecer. yo que en presencio de 
amonio como único fuente de nilrógeno, es lo condición donde lo cepo CN10 acumulo 
menor cantidad de glulornino y mejor crece (fig. 1A, By C) (labio 1). 
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TABLA 1.- Pozos de qlu\omino inhocelulor y tiempo de duplicocion de los cepos S288C y CNIO. 

F uenle de Glulamina' Tiempo de duolicacianº 
Nitrógeno S288C CN10 S288C CN10 

Nfl4 0.07 0.32 3.0 7.0 
Gin N.D. 0.95 3.0 N.D. 

Gin; NH4 0.18 0.88 5.0 N.O. 
Ambos cepos se cull1voro11 en glucosa como fuente de carbono hoslo uno densidad Oplico de O.S medido 

o 600nm. (n los condiciones en Qu~ lo mutante CN10 no crece, se incubó o esto cepo durante 18 horas. 

0umol/mq de prolrina. 

bHoras 

N.O. No delecloble 

Gin: qlu\omino 

Por aira parle. cuando una cepa silveslre se culliva en glulamina como única fuenle 
de nitrógeno, la degradación de este aminaócida vio glutaminasa, resulta en lo producción 
de glulamolo y omonio. Parte de esle amonio, puede ser reasimilado por la GDH dependiente 
de NADP. obteniéndose glulomato. Al cultivar en glulamina como única fuenle de nilrógeno 
a uno mulonle corente de aclividad de glulaminosa, la ablención de glulamala por las 
vias arriba descritas es inaperonle y. por lo lanlo, esto mulanle solamenle podrá oblener 
glutamoto o lravés del funcianomienlo de lo glulamato sintaso (GOGAT}, enzima que 
cotolizo la producción de dos moléculas de glulamalo o porlir de uno molécula de 
2-oxoglutorolo y uno molécula de glulomino: 

GOGAT 
2-oxoglutaralo + glutamina -------~2 glutomato 

Con el fin de evaluor el funcionamienlo de esto vio y poder determinar si el fenotipo 
de crecimiento de la mulante CN 1 O se debia a un requerimiento por ácido glutámico, se 
midieron las pozos inlrocelulares de este aminoácido en extraclos oblenidos de las cepos 
S288C y CN 1 O cultivadas en las diferentes condiciones. 

En la tabla 2 se muestra que, en glutamina y en glutamino más omanio coma fuentes 
de nitrógeno. la cepa CN10 presentó pazas inlracelulares de glutamato quince y tres veces 
mayores, respectivamenle, en relación a las encontradas en lo cepa silvestre cultivada en 
las mismas condiciones. Estos dalos sugieren que la cepo CN 10, aún cuando no degrada 
glutamina vio glutaminasa B. no esto afectado en la producción de gluiomato y proporciona 
los niveles suficientes como para no presentar auxotrofio por éste aminoácido. 
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lABLA 2.- Po1os de glulomoto inlrocelulOI de los cepos S288C y CNIO. 

íUENTE DE NlTROGrno GLUTAMATOº 
S288C CN10 

NH4' 0.45 0.29 
Ginª 0.06 0.90 

Gln+NH4'" 0.27 0.77 
Ambos cepos fueron cultivados en glucosa como fuente de carbono hasta uno densidad Optico de O.J medido 

o 600nm. (n los condiciones donde lo mu\anle CNlO no creceb, se incubó esto cepo durante 18 horas. 

ª [wp1esados en umol/mg de proteino. 

Por otro lodo, resulto interesante notar que cuando estos cepos se cultivan en amonio 
como único fuente de nitrógeno, lo mutante CN10 presento uno pozo de glulomoto menor 
o lo de lo cepo silvestre (Tablo 2). Este dolo, podría indicar que lo diferencio en tiempo 
de duplicoción de lo cepo CN10 cultivado en amonio, se pudiera deber o un requerimiento 
por ácido glutómico; sin embargo, este parece no ser el coso, yo que estos diferencias 
en crecimiento no se modifican si lo cepo CN10 se cultivo en amonio más glutomoto 
como fuentes de nitrógeno (datos no mostrados). El fenotipo arribo descrito, no se explico 
en términos de uno deficiencia en lo asimilación de amonio, yo que los donadores de éste 
(glulómico y glutomino), se encuentran presentes, o no modifican el crecimiento. al ser 
adicionados. 

los dolos hasta ahora presentados, muestran que lo mutante CN10, afectado en lo 
actividad de glutominoso B, es incapaz de crecer en medios adicionados con glutomino 
como único fuente de nitrógeno y que, en presencio de amonio como único fuente de 
nitrógeno, presento uno fose lag de doce horas, después de lo cu~l crece con un tiempo 
de duplicación dos y medio veces mayor al de lo cepo silvestre cultivado en esto condición. 
Asi mismo, nuestros dolos indican que este fenotipo no es atribuible o un requerimiento 
por glutomoto, presentándose osi uno paradojo: es decir, lo cepo CN10 es incapaz de 
crecer o pesar de tener pozos intracelulares elevados de glulomoto y glutomino, indicando 
que el fenotipo de crecimiento no se debe o uno follo de nitrógeno. 

Anle esto, decidimos evaluar el fenotipo de lo mulonte CN10 en cuanto o lo utilización 
de lo fuente de carbono. 

B) UTILIZACION DE FUENTES DE CARBONO. 

Con el fin de evaluar lo utilización de glucosa en lo mutante CN10, se determinaron los 
pozos inlrocelulores de este metoboiilo de lo cepo CN10 y lo cepo silvestre cultivados en 
los diferentes fuentes de nilrógeno. Como se observo en lo labio 3, lo mutante CN10 
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acumulo pozos intracelulares de glucosa que son veinlicuolro veces mayores que los 
encontrados en lo cepo silvestre, cuando ambos cepos se cultivan en glutomino como 
único fuente de nitrógeno. Cuando estas cepos se cultivan en amonio mós glulomino 
como fuentes de nilrógeno, lo mutante acumulo pozos de glucosa intracelular que son 
seis y medio veces mayores que los de lo cepo silvestre. En amonio como único fuente 
de nitrógeno, estos cepos presentan uno pozo de glucosa inlracelulor similor. 

TABLA 3.- Pozo de qlucoso inlroce1u1or0
• pozo de qlu!omino inlroce!ularb y tiempo de duplicociOnc de los 

cepas S188C y CNIO. 

FUENlE DE llEMPO DE GLUCOSA GLUlAMINA 
NllROGENO DUPLICACION 

S288C CN10 S288C CN10 S288C CN10 
NH4' 3.0 70 2.91 4.52 0.07 0.32 
Gin 3.0 NO. 18 43.24 N.O. 0.95 

Gin + NH4' 5.0 N.O. 3.73 24.71 0.18 0.88 
Ambos cepas fu~ron cultivados en qlucoso como fuente de carbono hasta una O.O. de 0.5 medido o 600nm. 

[n aquellas condiciones en Que lo mutante CN10 no c1ece, se incubó o esto cepa durante 18 horas. 

0 ug de qlucoso/mq de proleino. 

b umol/mg de proteína. 

e horas. 

N.O.: no detectable. 

En amonio como única fuente de nitrógeno, no se observó ninguno diferencia, debido 
a que en esta condición la mutante CN10 es capaz de crecer y las muestras paro 
determinar lo concentración de glucosa intracelular, se lomaron cuando el cultivo alcanzó 
uno densidad óptico de 0.5, es decir, uno vez superado la fose lag (fig. 1C). En cambio, 
cuando cultivamos o la cepo CN10 durante 18 horas en presencio de amonio como única 
fuente de nitrógeno, es decir hasta uno densidad óptica de 0.16 (determinado a 600nm), 
que es en donde empiezo realmente el crecimiento, presentó uno poza de glucosa 
intracelular de 37.10 ug/mg de proteína; es decir. lo cepo CN10 acumulo glucosa 
introcelulormente cuando no es capaz de crecer y disminuye esta pozo ol estor en 
condiciones de hacerlo. 

Aqui se planteo uno paradojo: llo cepo CN10 acumulo glucosa dado que no está 
creciendo, o no crece porque no degrado eficientemente la glucosa y, por tanto, acumula 
este metobolito?. Con el fin de discernir esto último, se determinó lo poza de glucosa 
intracelular de lo cepo MC3. que presento uno auxotrofio por inositol, en ausencia de este 
requerimiento. de modo que, en esto condición, lo cepo no es capaz de crecer. Se incubó 
la cepo MC3 en ausencia de inositol durante 18 horas y se encontró que presentaba uno 
pozo de glucosa intracelular de 7.715 uq/mg de proteino, mientras que al cultivarlo en 
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presencio de inositol hoslo uno densidad óptico de 0.5, eslo cepo presentó un contenido 
introcelulor de glucosa de 2.44 ug/mg de proteína. Estos resullodos nos permiten afirmar 
que lo acumulación de glucosa intracelular que presento lo cepo CNIO se debe o su 
imposibilidad paro degradarlo y no es consecuencia de no estor creciendo. 

Con el fin de analizar si el fenotipo de no crecimiento de lo mutonle CN10 se debio 
o uno deficiencia de esqueletos de corbona, dado lo pobre utilización de glucosa que 
presento esto cepo, decidimos suplementar el medio de cullivo con fuentes de corbona 
cuyo utilización no dependiera del funcionamiento de lo vio glucolilico. Se probaron 
diferentes sustrolos y se encontró que lo cepo mutante CNIO fué copoz de crecer ol ser 
cullivodo en medios conteniendo amonio + glulomino como fuentes de nitrógeno y glucosa 
+ succinoto como fuenles de carbono (fig. 2A). Este resullodo indico que, efeclivomen!e, 
lo mulonle CN1 O es incapaz de cotobolizor adecuadamente lo glucosa, reestobleciéndose 
osi lo deficiencia de esqueletos de carbono al o~odir succinoto al medio de cultivo. Los 
fuentes ol!ernotivos de carbono que se probaron fueron locloto, pirlNoto y succinoto, 
encontrándose que lo cepo silvestre S288C no es capaz de crecer cuando se cultivo en 
estos melobolilos como único fuente de carbono (dolos no mostrados). Sin embargo, 
pese o que eslos suslrotos resultan insuficientes al adicionarse como único fuente de 
carbono en cultivos de uno cepo silvestre, encontramos que el succinoto es copoz de 
complemenlor, combinado con glucosa, lo deficiencia de esquelelos de carbono presentado 
por lo mutante CN 1 O. 

Lo figuro 28. mues1ro también que lo cepo CN10 es incopoz de crecer en medios 
adicionados de glucosa + succinoto + glutomino, es decir, en ausencia de amonio. Esto 
indico que, oün en presencio de uno fuente de carbono utilizable {succinolo}, lo mulonle 
requiere amonio poro crecer. 

Existen solamente dos enzimas capaces de utilizar amonio: lo deshidrogenoso glulómico 
{NAOP) y lo glulomino sinleloso. Los productos de los reacciones cololizodos por eslos 
dos enzimas son glutomo!o y glutomino respedivomen!e. Un análisis del contenido de 
ominoócidos de lo cepo CN1 O, mostró que cuando esto cepo se cultivo en glutomino + 
glucosa + succínico, tiene uno pozo elevado de glutámico y glu!omino (dolos no 
mostrados). por lo que resulto paradójico el hecho de que en esto condición se requiero 
amonio poro que lo mu!on!e puedo crecer, puesto que los productos de lo asimilación de 
amonio se encuentran presentes. 

En '/kw,"P"""'"""""' se ha descrilo el ciclo de lo glutomino (34). Los autores proponen 
que lo sin!esis y degradación de este aminoácido, genero un ciclo mediante el cual se 
disipo energía vio glutomino sinletoso, dado que esto enzima utilizo ATP. Considerando 
estos resullodos, es foclible pensar que lo cepo CNIO, al contener uno pozo elevado de 
glutomino, reprimo su actividad de glutomino sinletoso. Además, lo oclividod residuo! de 
GS no podría funcionar, yo que lo mutonle CN10 no es capaz de obtener amonio o porlir 
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de glutomino. Esto podrio resullor en un electo tóxico al no consumirse el AlP que 
normalmente se consume por acción de lo glutomino sintetoso. Asi, cuondo se o~ode 
amonio al medio de cultivo, lo actividad residual de GS logro liberar el electo al consumirse 
AlP. Uno predicción que se desprende de esto, serio que lo cepo CN10 deberio recuperar 
el crecimiento en glucosa + succinolo + glulomino, siempre y cuando tuviera uno manero 
de disminuir su pozo de AlP. 

Dado lo anterior, decidimos cultivar o lo cepo CN10 en presencio de un desacoplonte, 
con el fin de deplelor dróslicomenle lo pozo de AlP. En lo figuro 3A se puede observar 
que, cuando se cultivo o lo cepo CN10 en un medio conteniendo glucosa + succinolo + 
glulomino + tCCP (desocoplonle), ésto recupero el crecimiento. El desocoplonle se adicionó 
o uno concentración tal que, como se observo en lo figuro 38, no tiene efecto olguno en 
el crecimiento de uno cepo silvestre al cultivarlo en los mismos condiciones. Estos dotas 
sugieren que en nuestro mulonle, lo ocumuloción de glulomino puede resullor en uno 
ocumuloción de ATP lol. que podrio detener lo glucólisis; ol adicionarse el desacoplonte, 
lo concentración de AlP bojorio, lo glucólisis se liberaría y lo cepo puede enlences crecer. 
Por otro lodo, cuando se adiciono amonio, se obligo el luncionomiento de lo actividad 
residual de glulomino sinleloso y se consume AlP, logróndose un efecto similor ol obtenido 
con FCCP. 

Considerando lo onterior, es de esperarse que uno vez liberodo lo glucólisis, lo mu1onte 
no presentara un requerimiento por succinolo; sin emborgo, este no es el coso: lo mu1onte 
CN10 no es copoz de crecer ol cultivarse en glucosa + glulomino + FCCP (fig. 4). Este 
resultado indico ·que, olin cuando lo presencio del desocoplonte disminuirio lo pozo de 
ATP o niveles en los cuales yo no resultorio en un electo inhibitorio sobre lo degradación 
de glucosa, lo pozo intracelular de glutomino, que sigue siendo elevado, pudiera afectar 
de algún modo el metabolismo de lo célula; de manero que, en ninguno condición en que 
se cultive o esto mutante, será capaz de recuperar un crecimiento lipo silvestre, puesto 
que siempre tendrá uno pozo elevado de glulomino inlrocelulor debido a que no puede 
degradarlo. 

Más adelante, se presentarán dolos que demueslron que. en uno cepo silvestre. lo 
adición de glutomino al medio de cultivo resuHo en uno disminución del flujo glucol~ico. 
También se presentarán datos que permiten proponer que lo posible !atto de corbona en 
esto condición, se ve compensado por uno entrado del esqueleto de carbono de lo 
glutomino al ciclo de Krebs, en formo de 2-oxoglu\orolo. En nuestro modelo, proponernos 
que lo glutomino se degrodorio hoslo glutomolo vio glulominoso. poro después dor 
2-oxoglulorolo. Dodo que nuestro mutante tiene uno elevado pozo de glu\ornino introcelulor 
en cualquier condición en que seo cullivodo. esto consrnuirio uno se~ol metabólico lol, 
que serio obligatorio lo entrado de glulomino ol ciclo de Krebs vio qlulominoso, octividod 
enzimático de lo que carece lo mutante CNIO. Esto último, explicaría el requerimiento por 
succinoto que presento lo cepo CN10, oún cuondo lo presencio del desocoplonte liberara 
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el efecto negativa sabre la degradacion de glucosa. Es importante enfatizar que, en el 
experimento mostrado en la figura 3A y B. estomas adicionando al medio de cultivo una 
substancia toxica, dada su actividad desacoplonte y, si bien en lo cepa silvestre no tiene 
efecto alguno debido a la baja concenlracion que utilizamos (4uM), resulta muy 
sorprendente que, un sistema que no esto siendo capaz de crecer, recupere el crecimiento 
al cultivarse en condiciones desacopladas. 

Considerando los resullados anteriores. se midio la poza intracelular de ATP de la cepo 
mutante CN 1 O y de la cepa silvestre. 

C)DETERMINACIOI~ DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE ATP Y ADP. 

Se midio el contenido intracelular de ATP y ADP de lo mutante CN10 y la cepo silvestre, 
asimismo, se determino el cociente ATP /ADP. obteniéndose los siguientes resullados: 

labio 4.- Pozos inlrocelulares de AlP y AOP de los cepos S288C y CNIO. 

FUENTE DE ATPº ADPº ATP 'ADP 
NITRO GENO S28BC 1 CN10 S28BC 1 CN10 S28BC CN10 

AMONIO 20.67 1 31.30 15.63 1 7.16 1.32 4.37 
GLUTAMINA 42.31 1 53.46 12.76 1 7.53 332 7.10 

Ambos cepos fueron cultivados en glucosa como fuente dr corbona hasta uno O.O. de 0.75 medido o 600nm. 
Lo mutante CN10 se incubo durante 18 horas en glutomino, donde no es capaz de crecer. 

0 [•presodo en n.mol/mq de prolema. 

Como se puede observar en lo tabla 4, lo cepo mutante CN10 presenta un mayor 
contenido de ATP ol cultivarse en amonio como única fuente de nitrogeno, respecto de 
lo cepa silvestre cultivada en la misma condicion. Esle resultado, promedio de tres 
erperimenlos, mueslra que la cepo mutante CN10 presenta una cantidad de ATP intracelular 
que excede en un 50% el contenido intracelular de lo cepo silvestre cultivada en la misma 
condición, mientras que cuando el medio de cultiva contiene glutamina como única fuente 
de nitrogeno, el contenido intracelular de ATP de la mutante excede solamente en un 26% 
el contenido intracelular de ATP de lo cepa silvestre cultivada en esta condición. 

Existe un sistema de control que regula o la fosfofructocinasa, enzima de la vio 
glucolilica que catoliza la fosfarilacion de frucloso 6-fosfato a fructosa 1,6-difosfato. 
Este sistema, responde a nucleotidos de adenino y representa una manera en que el 
metabolismo responde a la carga energética. Cuando la carga energética es olla, la 
abundancia relativa de ATP constituye una señal que indico que la vio glucolitica debe 
disminuir en actividad (35). Esta sei\al, involucra una inhibicion de la actividad de 
fosfofructocinasa. De manera similar. la piruvato cinasa, enzima que catoliza la produccion 
de piruvato a partir de fosfaenol-piruvato, responde a este tipo de regulacion; donde la 
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actividad enzimotico de esto proteino se ve inhibido por uno abundancia relativa de ATP. 
El término "obundoncio relativo de A1P" se refiere, concretomente, o lo concentración de 
ATP respecto de lo concenlroción de ADP; es decir, el cociente A1P/ADP, representa el 
estado energético de lo célula, de modo que si este cociente es olio {mayor que uno), 
la carga energética es olla y existe una abundancia relativo de A1P. Así, cuando la carga 
energética es alto, se inhibe lo vio glucolilica y se estimula lo gluconeogénesis, mientras 
que, cuando lo carga energética es bajo, la glucalisis se estimula. 

Considerando este concepto, decidimos medir lo poza intracelular de ADP de lo mutante 
CN10 y de la cepo silvestre, con el fin de determinar el eslado energélico de la célula y 
evaluar si la deficiente utilización de glucosa que presentó la mulanle Cl~10 se debio o 
que se encuentra en un eslodo de carga energético olio, definido como se mencionó. 

En lo misma tablo 4, se muestran los conlenidos intracelulares de ADP de ambos cepos 
cullivados en los diferentes fuentes de nilrógeno, ademas de la relación A1P/ADP. 

Los resullodos presenlodos en la tablo 4 mueslron que, cuando se cultivo o lo cepa 
mutante CN10 ya sea en amonio que en glutamina como única fuente de nilrógeno, ésto 
presenta una abundancia reloliva de ATP respecto de la cepo silvestre cultivodo en las 
mismos condiciones. En la misma tablo, es posible observar que la cepo silvestre presenta 
mayor carga energética al ser cultivado en glutomino como fuente de nitrógeno, respecta 
de la cargo energética que presenta al ser cultivada en amonio como fuente de nitrógeno. 
Este resultado se discutiro más adelante. 

Considerando los resuliados anteriores, se midió la actividad de piruvata cinasa de los 
cepas CN10 y S288C, encantróndase que esto actividad enzimático se encuentra disminuida 
en extractas obtenidos de la cepo CN10 (tablo 5). 

Tablo 5.- Aclividod especifico de piruvalo cinaso de los cepos CN10 y 5288C. 

FUENTE DE NílROGENO AWllDAD ESPECIFICAº 
S288C CN10 

Al~ON!O 8.40 5.64 
GLU1AMINAº 7.08 2.98 

GLU1AMINA + AMONIOº 7.86 4.79 

[n l~~~~d~~fo~~~u:~º~u~u:~v~~I~:~ ~~~Qs~iºc~e0c;~.e~~e ¡~~u~~be~~~ ~~~~o :unr~n~~º;~eh~;~s~edida 0 
fiOOnm. 

0 Expresada en nmol de piruvo!o formodo/min/mq de proleino. 

Este resullodo (tablo 5), podría sugerir que lo deficiente utilización de glucosa que 
presento la mutante CN10, se debiera o uno disminución en lo actividad de piruvata cinoso. 
Es importante aclarar que, si bien es cierto que la baja actividad de piruvato cinaso 
correlaciono con una alta cargo energética, esta disminución sin embarga, no debería 

observarse cuando se hacen determinaciones im. vilM en extractos crudas, ni en extractas 
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dializados. dodo que se \rolo de uno inhibición reversible. Por lo lon\o, lo bojo actividad 
de pirU11olo cinoso observado en exltoclos (dializados o no) oblenidos de lo cepo CN10, 
puede ser el resuliodo de: o) lo represión de lo sin\esis de piruvolo cinoso, b) alguno 
modificación posHronscripcionol de lo proleino o c) inhibición irreversible de esto 
oc\ividod. Por airo por\e, exlroc\os dializados obtenidos de lo cepo siweslre, no se inhiben 
in vdM si se adicionan concentraciones crecientes de glu\omino (dolo no mosirodo). [s\o 
excluye lo posibilidad de que lo glulomino "per se" eslé inhibiendo eslo oclividod. En .!J. 
~· se ho reporlodo que niveles de glulomino inlrocelulor elevados, provocan en 
lo célula uno respuesto \ipo fuial Ji.&. donde se oclivo lo sin\esis de cier\os proteinos 
especificas y se reprime lo síntesis de muchos otros (36). Nosotros consideramos que el 
elevado contenido in1rocelulor de glulomino que presento lo mu\on\e CN10, resulto en un 
efecto \óxico genero\izodo sobre el me\obolismo celular, que pudiera ser semejonle o\ 
encontrado en JJ. ~· [ s decir. lo elevado concenlroción de glulomino inlrocelulor, 
podrio considerarse uno siluoción de ;fu,;,, poro lo célula. 

Así, yo seo amonio, glulomino o lo combinación de ambos meloboli\os lo(s) luente(s) 
de nitrógeno, odembs de uno inhibición compelilivo de lo oclividod de piruvo\o cinoso, 
evidenciado por el cociente ATP /ADP (labio 4), lo pozo de glulomino inlrocelulor presente 
en eslos condiciones (labio 1 ), provoco un efecto adicional reflejodo en un aumento en 
el liempo de duplicación y uno represión de lo actividad de piruvolo cinoso. Los valores 
de\eclodos de piruvolo cinoso (tablo 5), son diredomenle proporcionales o lo copocidod 
de crecer (tiemPo de duplicación) y o lo concen\roción intracelular de glucosa, e 
inversomenle proporcionoles o lo pozo in\rocelulor de glulomino (loblo 3). Eslo es, el 
fenotipo de crecimiento de lo mulonle CN10 cuttivodo en los fuentes de nitrógeno 
mencionados, puede ser el resullodo de lo sumo de diferentes efectos (elevado cociente 
ATP/ADP y bojo oc\ividod de piruvo\o cinoso), provocados por lo imposibilidad que tiene 
esto cepo de degradar qlulomino y su consecuente ocurnuloción. 

En nueslro laboratorio, hemos demos\rodo que, en condiciones de microoerofilio, lo 
oc\ividod de glulominoso esló sujeto o reguloción negativo por cetoócidos (19): de modo 
que en esto condición, oumenlo el contenido introcelulor de estos rnelobolitos, lo oclividod 
de qlu\ominoso se inhibe y no participo en lo degrodoción de glulomino. Esto significo 
que lo mutante CN10, ol ser cuttivodo en bajos concenlrociones de oxígeno (rnicrooerofilio), 
no presento problemas en lo degrodoción de glutornino, yo que lo vio utilizado por el 
microorganismo en esto condición, no se encuentro orectodo en es\o cepo. 

Uno evidencio de que el f enolípo de lo cepo mulonle CN 1 O se debe o lo ocumuloción 
de glu\omino, es el experimento que se muestro en lo figuro 5. Se cultivó o lo mu\onle 
CN10 durante 24 horas en glutomino como único fuente de nitrógeno y en presencio de 
oxigeno (cullivos ogilodos). En este punto, se evaluó lo oc\ividod de piruvo\o cinoso, lo 
pozo de qlu\omino in\rocelulor y lo pozo de qlucoso in\rocelulor: enconlróndose és1os dos 
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últimos elevados y bojo oclividod especifico de piruvolo cinoso. Posteriorrnenle, se transfirió 
el cultivo o uno condición de rnicrooerofilio y se evaluaron los porórnelros mencionados 
24 horas después; enconlróndose que, ol bojar lo pozo intracelular de glulornino, debido 
o que en eslo condición lo cepo CN10 es copoz de degradar esle aminoácido. se recupero 
lo oclividod de piruvolo cinoso y bojo lo pozo de glucosa inlrocelulor. 1odo eslo, correlaciono 
con uno recuperación del crecirnienlo, yo que en ogiloción y con glulomino corno único 
fuenle de nitrógeno, esto cepo no eslobo creciendo. Este experimenlo demuestro que. 
esle aspecto del lenolipo de lo mulonle CN10, es debido fundornenlolrnenle o lo pozo 
inlrocelulor de qlulornino olio, yo que ol disminuir éslo, el lenolipo rnutonle revierle. 

Los resultados hoslo oqui mostrados, indican que uno pozo inlrocelulor de glulornino 
elevado, resullo en uno deficienle ulilizoción de glucosa. Sin embargo, consideramos que 
niveles de qlulomino inlrocelulor corno los que olconzo lo mulonle CN10, provocan un 
eleclo lóxico generalizado o lodo el melobolismo celular. De esle modo. el onólisis. 
lenolipico de lo rnutonle CNIO nos permilió evidenciar el efecto de lo qlulomino sobre lo 
glucólisis, pero resulto muy dificil olribuir olgun significado fisiológico o eslo, dado que 
es parle de un fenolipo sumornenle complejo. 

En lo siguienle sección, se onolizorón los dolos hoslo ahora oblenidos con lo cepo 
silvestre, y se propondrá un modelo que explique el efeclo de lo presencio de glulomino 
sobre lo degradación de glucosa. 

EFECTO DE LA PRESENCIA DE GLUTAMINA EN CULTIVOS DE UNA CEPA 
SILVESTRE. 

Los resullodos de lo labio 4 rnueslron que lo cepo silveslre presenlo un cocienle ATP /AOP 
!res veces mayor cuando se cultivo en glulomino como único luenle de nilrógeno, respecto 
del cociente ATP/ADP enconlrodo ol cultivar esto cepo en amonio como único fuente de 
nitrógeno. Esle resultado mueslro que, al cullivor o lo cepo silveslre en glutornino corno 
único fuenle de nitrógeno, lo consecuente represión de lo oclividod especifico de glulomino 
sinletoso, pudiera eslor provocando un oumenlo en el conlenido inlrocelulor de ATP, ol 
dejar de consumirse duronle lo reacción cololizodo por eslo enzima. Al igual que lo descrilo 
poro lo mulonle CN10 (labio 4), los diferencias en cociente ATP/ADP entre ambos 
condiciones, indican que, o! cultivar o lo cepo silveslre en glulomino corno único fuente 
de nitrógeno, pudiera estor inhibido lo glucolisis o nivel de piruvolo cinoso, dado lo 
respuesto que presento eslo oclividod onle uno obundoncio relolivo de ATP. Considerando 
lo onlerior, decidirnos evaluar el flujo glucolilico de lo cepo silveslre en eslos condiciones. 
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A) EVALUACION DE LA DEGRADACION DE GLUCOSA HASTA C02. 

Se cultivó o lo cepo silvestre en medios odicionodos con glucosa 14C y glutomina o ornonio 
como fuentes de nitrógeno y se colectó el CO; provenienle del cultivo otropóndolo en 
NaOH 2.5N (ver material y métodos}. los resultados (loblo 6) muestran que, cuando lo 
cepo silvestre se cultivo en amonio corno único luenle de nitrogeno, se libero 2.5 veces 
mós 14C en formo de C01, que cuando ésto se cultivo en glulornino como único fuente 
de nitrogeno. Esle dolo muestro que, en presencio de glulomino, lo cepo silveslre presento 
uno disminución en el cotobolismo de glucosa haslo C02. Uno vez más, lo presencio de 
glutomino en el medio de cultivo reprime lo actividad de GS, así, disminuye el consumo 
de ATP por esto reacción (lo cual se reflejo en lo pozo inlrocelular de este metabolilo) y 
lo glucólisis disminuye. Esto último, es e'plicoble en términos de una inhibicion de lo 
oclividod de piruvoto cinosa. debido o que la relación AlP/ADP es tres veces mayor que 
cuando se utilizo amonio corno fuente de nitrógeno (tablo 4). Considerando estos 
resultados, es de esperarse que una mutante afectada en lo actividad de GS, presenle 
también un flujo glucolitico disminuido, lo cual se muestra en lo labio 6 (cepo CN1). 
Simultáneamente, se evaluó el flujo glucolitico de uno cepa transformodo con un vector 
que se e•preso en multicopio y que contiene el gene que codifica poro la actividad de 
glutamino sinteloso (cepo CN6). Esto cepo, cultivado en glutamina como única fuente de 
nitrógeno, tiene u.no actividad de GS alto y, en consecuencia, presento un flujo glucolilico 
similor al de lo cepo silveslre cultivado en amonio corno único fuente de nitrógeno (labio 
6). 

Tabla 6.- Po1centoje de l-tco2 obtenido de un cultivo en piesencio de q!ucoso 14C y oclividod especifica de 
q!utomino sintetozo d~ los cenas S288C, CNI y CtJ6. 

íUENTE DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GSª PORCENlAJE DE "COi 
NITROGENO S288C I CN1 1 CN6 S288C I 

AMONIO 0.150 1 n.d. 1 0.5 49.89 1 
GLUTAMINA 0.022 1 N.O. 1 0.4 19 95 1 

lodos los cepos fut1on c1.slti•ados hoslo uno O.O. de 0.5 medido o 600nm. 
0 [~pres-0óo en mol de t-g1ulomilhidtolf0molo/min./mq de P. 

N.O. octi~idod no rleleclab!e. 

n.d. no dete1minodo. 

CN1 1 CN6 
n.d. 1 n.d. 
16.2 1 43.1 

Estos resultados indican que el colobolismo de glucosa hasta C02 disminuye cuando 
lo actividad de GS es bojo, sugiriendo que, en virtud de que el funcionamiento de esto 
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enzima (GS) implico el consumo de A1P, uno disminución en lo actividad de GS podrio 
olleror el cociente A1P/ADP, de modo que lo corgo energético oumenlorio y, por lonlo, 
el colobolismo de glucoso vio glucolisis-Krebs se verio alterado por lo presencio de uno 
obundoncio relativo de ATP. Estos resullodos también indican que lo disminución del 
cotobolismo de glucoso es el resultado de lo bojo oclividod de GS y no de lo presencio 
de glulomino "per se", dodo que lo cepo CN6 cultivado en presencio de esle ominoócido, 
presento un flujo glucolitico similor ol de lo cepo silvestre cultivado en amonio. Lo cepo 
CN6 conservo uno oclividod de GS olio, respecto de lo oclividod de lo cepo silvestre 
cultivado en esto condición (tablo 6). 

Concrelomenle, estos resultados muestron que, siempre que se veo disminuido lo 
oclividod de GS, yo seo por represión al cultivar los células en presencio de glutomino o 
por mutación (cepo CNl). el flujo glucolitico disminuye. Con el fin de correlacionar nuestro 
evaluación del flujo glucolitico con los niveles de ATP/ADP (corgo energético), se 
delerminoron los pozos introcelulores de estos metobolitos en los cepos pertinentes. 

8) DETERMll1ACION DE LAS POZAS INTRACELULARES DE ATP Y ADP. 

Se determinó lo concentración intracelular de A1P y ADP de los cepos CN1, CN6 y, en 
este coso, se utilizó como control o lo cepo MC3, que es un ou,ótrofo de inosilol del cual 
se derivoron lo mutante CN 1 y lo cepo lronsformonte CN6. Los resultados se muestran 
en lo tablo 7. 

labio 7.- Pozo intracelular de ATP y ATP y cociente ATP/ADP de los cepos MCJ. CNI. CN6 y S288C. 

CEPA A1Pº ADP" A1P'ADP 
NH4+ Gin NH4+ Gin NH4+ Gin 

MC3 11.5 24.0 8.85 7.63 1.3 3.15 
CN1 n.d. 26.5 n.d. 9.5 n.d. 2.80 
CN6 9.1 20.7 9.5 15.9 0.96 130 

S288C 20 7 42.3 15.6 12.8 1.32 3.32 
lodos los cepos rue1on cu!!ivodos en glucosa como fuente de ca1bono hasta uno O.O. de 0.75 medido o 

600nm. 
0 [xpresodas en nmor/mg de proteína. 

n.d.: no delerminodo. 

Como se observo en lo toblo 7, de igual manero que en el coso de lo silvestre S288C, 
el ouxótrofo de inositol, MC3, presento el doble de A1P inlrocelulor ol cultivar eslo cepo 
en glulomino, respecto del contenido ol ser cullivodo en amonio. Por olro parle, lo cepo 
CN1 sólo es posible cultivarlo en glutomino, yo que presento ouxotrofio por este ominoócido 
y, en eslo condición, presento uno pozo de A1P similor o lo de lo cepo silvestre. En lo 
refmnle o lo relación A1P/ADP, uno vez mós, lo cepo MC3 presento un cociente A1P/ADP 
ol cultivarse en amonio tres veces menor, respecto del cociente ol cultivarse en glulomino. 
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Por su porte, el cociente AlP/ADP de lo cepo mutante CNl resulto olto respecto ol cociente 
de lo cepo podre de lo cuol se derivó, MC3, cultivado en amonio. Estos resultados indican 
que lo disminución observodo en el flujo glucolitico en condiciones donde lo ociividod de 
glutomino sintetoso esto inhibido, podría resultar en un cambio en lo concentración relativo 
de ATP, lo cual oíeclorio el funcionomienlo de lo glucolisis y del ciclo de Krebs. En cuento 
o lo cepa tronsformonte CN6, el contenido inlrocelulor de AlP y ADP y lo relación ATP/ADP 
al ser cullivodo en amonio como fuente de nilrógeno, son similores o los encontrados en 
lo cepo MC3 cullivodo en lo mismo condición, pero el conlenido intracelular de ATP ol 
cultivar o esta tronsformonte en glutomino como fuente de nilrógeno es olio. Como se 
mencionó onles. en esto condición lo oclividod de GS de lo transíormante CN6 es alto y 
encontramos que lo relación ATP/ADP es similor ol cociente encontrado cuando lo cepa 
podre (MC3) o lo silvestre S288C se cultivaron en amonio como única fuente de nitróqeno, 
lo cuol concilio con el hecho de que eslo cepa no presente un flujo glucolítico disminuido 
al cullivorlo en glutomino como único fuente de nitrógeno {tablo 6). 

C) UTILIZACION DE GLUTAMINA COMO FUENTE. DE CARBONO. 

Considerando lo anterior, es de esperarse que uno cepo silvestre cultivado en glutomino 
como único fuente de nitrógeno, presenle un tiempo de duplicación mayor que al ser 
cultivado en amonio, yo que en esto condición, el flujo glucolítico se encuentro disminuido. 
Sin emborgo, como se observo en lo tablo 3, ei tiempo de duplicación de lo cepo silvestre 
en glutamina como fuente de nitrógeno, es el mismo que cuando se cullivo esta cepo en 
amonio. Este resultado indico que, de alguno manera, lo cepo silvestre es capaz de 
compensar la deficiencia en esqueletos de corbona, provocado por lo disminución del flujo 
glucolítico, cuando se cultivo en glutomino como único ruente de nitrógeno. 

En cullivos de células Helo, se ha reportado que lo glutomino es mejor fuente de 
carbono y energio que lo glucosa (37). Dodo que lo cepo silve-;tre, pese o tener el flujo 
glucolitico disminuido en presencio de glutomino, no disminuye su tiempo de duplicación, 
decidimos evaluar lo utilización de glutomino como fuente de carbono. Poro esto, se 
cultivó o lo cepo silvestre {S288C) en glucoso .¡ glutomino 14C y se midió lo liberación 
de rodiooclil'idod en formo de C02. encontrándose que un 503 de lo morco que se adicionó 
en formo de glutamino, se recupero como corbonoto ol ser precipitado el C02 producido 
durante el crecimiento. Este resultado, demuestra que cuondo se cultivo uno cepo silvestre 
en presencio de glutomino, uno parle del carbono útil está siendo aportado por este 
aminoácido: incorporando su esqueleto de carbono al ciclo de Krebs en formo de 
2-oxoglutoroto. 

En este trabajo. proponemos que lo ruta de entrado de glutomino ol ciclo de Krebs, 
se lleva o cabo o troves de lo glutominoso B. que rompe lo molécula de glutomino en 
amonio y glutomato. Posteriormente. el ácido glutámico dorio 2-oxoglutaroto por occion 
de lo deshidrogenoso glutómico dependiente de NAD. Uno evidencio de que es lo glutominoso 
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B quien lleva a cabo la primera parle de este calabolismo, es el hecho de que la mulanle 
CN10, que carece de esta actividad, recupere el crecimienlo cuando se cultiva en glucosa 
t succinalo; como se moslró en la primero sección de resullados. Con el fin de demostrar 
lo anterior, se midió lo oclividod de GDH-NAD de la cepo silveslre en las diferenles fuentes 
de nilróQeno (tablo 8). 

Toblo 8.- Actividad de qlulomo\o de!.hidrogenasa dependiente de tlAOº de fo cepo silvestre S288C. 

FUENTE DE NITROGENO FASE DE CRECIMl[l~TO 
1 2 3 

AMONIO 0.02 0.023 N.O. 
GLUTAMINA N.O. 0.016 N.O. 
GLUTAMATO 0.25 0.22 0.01 

Se cultivó esta cepo en glucosa como fuente de co1bono o los densidades óplicos c¡ue se indican. medidas 
o 600nm. 

0 Expresado en unidades de oclivídod/min./mg de pro\eina. 

1 [xponenciol lemprono; 0.25 D0600nm 

2 Exponencial medio: 0.60 o.o 601)im 

3 Estacionario: 4.5 0.0600nm 

N.O.: no delecloble. 

Como resullado de este análisis, se puede concluir que esla enzima na eslá participando 
en la rula mencionado, ya que sólo se deleclo aclividad enzimálico cuando el crecimiento 
de la cepa silvestre, cullivada en glulamina como única fuente de nilrógeno, se encuentra 
en fose exponencial media (tabla 8) y no se delecla actividad en otras etapas del 
crecimiento. Otra opción, seria que el ácido glulámico diera 2-axaglularalo por una 
reacción de lronsaminación. Con el fin de evaluar lo porlicipación de lronsominasas en 
eslo vio, decidimos cullivar a la cepa silveslre en medios adicionados con ácido 
aminaoxiacélico, que es un inhibidor de lo aclividad de lronsaminasa. El experimento se 
llevó a cabo en presencia de aspárlica y alonina, aminoácidos que san los principales 
produclos de la acción de lransaminasas; con lo finalidad de que, en este modelo, el 
efecto de la inhibición de la oclividad de lransaminasa por lo adición del ácida 
aminoaxiacélica, sólo se reflejara en la falla del celoócido producto de esta reacción. 

En la figura 6, es posible observar que la inhibición de la aclividad de lransaminasa, 
en los términos mencionados; tiene un efecto mós severo sobre el crecimiento cuando 
se cultiva a la cepa silvestre en glulamina como única fuente de nilrógeno (fig. 68) que 
cuando se cultivo en amonio. (fig. 6A). Este resullodo, puede evidenciar que lo aclividad 
de lronsaminoso como generadora de celoócidos. tiene mayor imparloncio en cultivos en 
presencia de glutomino como única fuenle de nilróogeno. 
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PAPEL DE LA SINTESIS Y DEGRADACION DE GLUTAMINA EN LA UTILIZACION 
. DE FUENTES DE CARBONO NO FERMENTABLES 

Los resullodos que has\ o oqui se han presentado, demuestran que lo sin\esis de glulamino 
participo en to regulación del contenido intracelulor de ATP y modula osi lo velocidad del 
flujo qlucolilico. Con el fin de delerminor el papel de esto vio en lo utilización de fuentes 
de carbono no fermen\obles, se cuon\ifico el efecto de lo presencio de glulomino en 
cultivos de lo cepo silvestre odicionodos de elonol como fuenle de carbono. fn lo figuro 
7, es posible observar que, ol igual que en el coso en que lo fuente de carbono es glucosa, 
el tiempo de duplicación de lo cepo silveslre no aumento en cultivos adicionados de elonol 
+ qlutomino, y es, de hecho, menor que en cultivos adicionados de elonol + amonio. 
Es\e resullodo nos condujo o pensar que también en presencio de e\onol, lo qlu\omino 
aporto esqueletos de carbono al ciclo de Krebs. Poro demoslror esto ullimo, se colectó 
el C02 proveniente de cultivos adicionados con elonol + glu\omino 1 ~C y se encontró que 
un 753 de lo morco adicionado en formo de glutomino, se libero como C02. fn este coso, 
proponemos que lo vio de enlrodo del esqueleto de carbono de lo glulomino al ciclo de 
Krebs, es glutominoso B, en lo que se refiere a lo ruptura de lo molécula de glutomino 
en glu\omolo y amonio; dado que uno mulon!e sin oclividod de qlu!ominasa B (cepo 
CN10), no puede crecer en cul\ivos adicionados de fuentes de carbono no fermentables, 
independientemente de lo fuente de nitrógeno que se le adicione (figuro 8). En lo reterente 
o lo segundo parle de lo vio (rup\uro de lo molécula de glutama!o en 2-oxoglu\oroto y 
amonio), se determinó lo actividad de GOH-NAD y se encontró que, cullivos de fo cepo 
silvestre en presencia de etanol como fuenle de corbona, inducen su octividod de GDH-NAD 
ol ser adicionados de glulomina corno fuente de nitrógeno al mismo nivel en que se 
encuenlro inducida esta oc!ividod enzimático cuando se cultivo o lo cepo silvestre en 
presencio de glu!omoto como unico fuente de nitrógeno (labio 9). 

labia 9.- Ac\i,idod de GDH-NAJJ' de la cepo sil,.she S288C. 

FUENTE DE NITROGENO ACTIVIDAD fSPfCIFICA 
AMONIO 0.03 

GLUTAMATO 0.095 
GLUTAMINA 0.105 

Se cultivó en e!onol como !uenle de carbono hoslo una O.O. de 0.75 medida o óOOnm. 
0 (ipresodo en unidades de actividod/min./mg de P. 
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Este resultado indico que, en el coso de que lo fuen/e de carbono es etanol, lo cepa 
silvestre incorporo glulomina al ciclo de Krebs, vio glulaminosa-GDH dependiente de NAD. 

Por otro parle, recientemente se ha reportado que células de h. cw,,;,.;;,,, cultivadas en 
fuentes de carbono no fermentables o cantidades limitonles de glucosa, presentan un 
elevado nivel de mensajero de GDH-NAD. independientemente de la presencio de glulamina 
en el medio (38). 

En virtud de que la glulamino exbgena es susceptible de ser utilizada como fuente de 
cor bono en cultivos de la cepa silvestre odicionodos de fuentes de cor bono no fermentables, 
es de esperarse que la sinlesis de este aminoácido, ol igual que en el coso de lo glucólisis, 
tenga algún efecto en el colobolismo de etanol. La isocilrolo liosa, es una enzima 
onoplerblico que participa en el ciclo del glioxololo y cuyo oclividod se induce en cu/livos 

de iJ. "'".,¡,;ª"suplementados de fuentes de carbono no fermentables (39). Esto aclividod 
enzimático, resulta indispensable paro el crecimiento de células cultivodos en etanol como 
fuente de carbono, dado que cultivos de la cepa silvestre adicionados con etanol f amonio 
f 20mM de iloconolo son incapaces de crecer, yo que el iloconolo es un inhibidor 
especifico de isocilrolo lioso (fig. 9) Hemos encontrado que lo oclividad de isocilroto 

lioso es sensible, ¡,,,, uik, o lo adición de glulámico y glulomino (fig. 1 O); lo cual sugiere 

que lo inlerconversion de estos dos aminoácidos pudiera, im, """" modular la e>presión 
de esto enzima. En este lrobojo, no hemos determinado a qué nivel inleroccionon lo 
síntesis y degrodacion de glutomina con el metabolismo de elonol o de alguno otro fuente 
de carbono no fermenloble y que puedo utilizar lo levoduro, pero los dolos mostrados 
sugieren que este punto de regulocibn existe y debe responder o una logico similor o lo 
regulocion en presencio de glucosa. 
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DISCUSION FINAL Y CONCLUSIONES 

Los resullodos presentados en este lrobojo, nos permiten concluir que lo oclividod de 
glulomino sinletosa determina la carga energética, mediante el gasto de ATP, durante la 
sinlesis de glutamina. Esto es, cuando se ve inhibido la actividad de glulamino sintetasa, 
deja de consumirse ATP por lo reacción catolizada por esta enzima, provocándose un 
aumento de carga energético, reflejado en uno obundoncio relativo de ATP. Como 
consecuencia de eslo, el flujo glucolitico se ve disminuido, dado lo regulación inlrinsico 
de eslo vio, de modo que lo oclividod de GS resullo indispensable poro un flujo de carbono 
óplimo. Por otro porte, hemos demostrado que lo glutomino es copoz de oporlor su 
esqueleto de corbona, ol cullivor uno cepo silvestre en presencio de este aminoocido. De 
manera que lo síntesis y degradación de glulomino consliluyen un ciclo que determina lo 
disponibilidad adecuado de esqueletos de carbono y energía. 

Así, lo reacción cololizodo por lo glutomino sinleloso, que conduce o lo biosinlesis de 
glulomina, constituye un punto de regulación coordinado de lo asimilación de amonio y 
el melobolismo de carbono. 

Por otro porte, lo degrodocion de glulomino vio glulominoso, que resulto en la produccion 
de glutamolo más amonio, es porte indispensable del ciclo, dado que es el mecanismo 
por el cual se restablece una disponibilidad adecuada de esqueletos de carbono paro lo 
produccion de energía, vio fosfori:oción oxidoliva. E slo es. el ciclo de lo glutomino, donde 
se sintetizo y degrado este ominoócido, permile mantener uno cargo energético adecuado: 
ya seo regulando el contenido relativo de AlP, al consumir este melobolilo durante lo 
reacción de síntesis, o aportando esqueletos de ,cor bono poro lo producción de energía 
vio fosforilocion oxidolivo, ol degradarse el ominoocido hasta 2-oxoglutoroto, en 
condiciones en que lo cargo energético es tal, que el flujo glucolilico resulto ineficiente. 

Ef modelo metabólico que estamos proponiendo en el presente estudio, se esquematizo 
de lo siguiente manero: 
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.t ¡--------' 
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6 C(-cetoglutarato ____,. Glutamato--IJllil.----. ~ 
nl 
1 
n 
8 

Dentro de este con\exlo, odemós del ciclo de lo glulomino descrito por Moro y 

colaboradores (34), es significolivo el hecho de que mu\on\es de m. ,.,f./JI,, que carecen 
de actividad de GS, se encuen\ron porciolmenle liberodos en represión colobólico por 
glucosa. Un análisis de los me\obolilos inlrocelulores de estos cepos, reveló que esle 
efecto pudiera deberse o uno pobre ulilizoción de glucosa (56). Como se mencionó en lo 
introducción, no existen más reportes acerco de lo relación entre lo sinlesis y/o 
degradación de glu\omino y el flujo glucolilico en microorganismos. Sin embargo, en células 
tumorales en cultivo, existe uno discusión acerco del efecto mutuo de lo degradación de 
glucosa (glucólisis) y lo degrodoción de giulomino (glulominólisis). Por uno parle, estudios 
reolizodos en células L929 (57), demueslron que lo glucólisis aeróbico depende de lo 
utilización de glulomino, de modo que lo produccion de loc\olo o porlir de glucosa, 
aumento diez veces en presencio de glu\omino. En esle trabajo, publicado en 1986, los 
autores enfatizan que, si bien es cierto que se ho demostrado que lo glu\omino resulto 
uno fuente impor\onle de energio poro células tronsformodos (37,58), el mecanismo que 
determino lo preferencia de utilización de glutomino como suslrolo no se ho estudiado. 
En adición, en estudios realizados en cultivos de células \umoroles Ehrlich, se encontró 
que lo presencio de glulomino disminuye el tlujo glucolilico {59) En olros reportes, se 
muestran diferentes efectos: en cultivos de células Lellré. lo glucosa disminuye lo velocidad 
de utilización de glulomino, pero lo glulominólisis no inhibe lo glucólisis (60): y en células 
como colonocitos. lo glutomino afecto el melobolismo de glucosa, pero éslo no influye 
en lo degradación de glutomino (61). Por úllimo, e>iste un reporle en que, al cullivor 
célulos [hrlich en presencio de glucoso y glu\omino, encuen\ron que és\o úllimo incremenlo 
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lo incorporación de glucosa o bcidos nucleicos (62). Como resullodo de estos estudios, 
los autores concluyen que es posible correlacionar el perfil bioquimico de utilización de 
glucosa y glutomino, con el grado de malignidad de los diferentes lineas tumorales; esto 
es, lo lineo menos maligno, mueslro uno mayor velocidad de glucólisis aerobio (59). 

[I estudio realizado en el presente trabajo, muestro dos cosos: por un lodo, lo existencia 
de uno correlación entre lo sinlesis de glutomino y lo velocidad del !lujo glucolilico; es 
decir, o menor sinlesis de glulomino, menor velocidad de lo glucólisis aerobio; esto es, 
nuestros resultados muestran lo exislencio de un efecio mutuo del melobolismo de glucosa 
y el de glutomino. En nuestro sistema de esludio, no es fácil relacionar esle perfil bioquímico 
con alguno propiedad del sistema, como ocurre en el coso de células en cullivo (59). 

Por airo parle, en esle trabajo hemos evidenciado el funcionamiento obligatorio de un 
ciclo de sintesis y degradación de glutamino. Este punlo, es el resultado del efecto descrito 
en el párrafo onlerior. Es decir, cuando lo velocidad de síntesis de glutomino disminuye, 
de modo que provoco uno disminución del flujo glucolitico, se hoce indispensable lo 
degradación de glutamino a fin de que aporte su esqueleto de carbono al ciclo de Krebs 
y suplemente lo posible follo de carbono provocado por lo disminución de lo glucólisis. El 
amonio desprendido en lo rupluro de lo molécula de glutomino, es usado poro resinlelizor 
éslo, complelóndose el ciclo. 
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crrcirnicnl0 (~) y actividad especifica de piruvalo cinosa (o) de la cepa CN10 
culli,uau en glucosa como lutnle de corbona y glutomino como luente de nitrógeno. 
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flGURA E.- Cur.·o de crecimien\o de lo cepo S288C cullivodo en presencio de 5mll. 
de Ocido o:ninocniocélico, 1 mg/m1 de Ocidr.i ospbdico, l mg/m! de olanino y A) 
ornonio c. B) ~lutornin.J cDrr.IJ lu~nles dt: nitiogeno. 
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ílGURt.. 7.- Cur~-:; d~ cre·:,rp;er.lc· df lü ce¡.: S~83: cu•t;•oC: er, e~ar-1,:i: ccr.-10 fui:rte 
dt C'Jfb;:,n: ~ (•) gi,1tom:~1J e (o) ame¿; c-:-·rr:i í1..ie .. l-:s dt' r11'~r(·~.;n(•. 
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n.::iy .. !, C..- Cur..·.::: Ct- c•t:irr.;~·:il:. e( l,J~ CE~::"~ ~.j,:::::. )' l.h lD cuH•vJ::!'J~ fí: t~ono! 

rnrr,.;:i !uf:-.tt de- ca•túr.0 } (•,A. ) o~r,¿"'"1:c e (o. 6 } gtvto·nina cor.1c· Íi..i':'1tes dE 
r,i!rogtno. 
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FIGURA 9.- Curva de crecimiento de la cepa S28SC cultivada en etanol como fuente 
de carbono y amonio cama fuente de nitrógeno en presencia("') o ausencia (o) de 
20mM de itaconala. 
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ílGURI< 10.- Respuesto in vilro de la octividod de iso~ilroto lioso o concentrociones 
c1~cien\e, de glutomoto y glutornino. los e>tioclos se obtuvie1on de un cultivo de lo 
cepo si8BC en. etonol como fuente de carbono I' amonio como fuente de nitrógeno. 
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