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INTRODUCClON 

El nitrógeno es un elemento que forma parte de muchos com

puestos simples y de casi todas las macromoléculas de los seres 

vivos; especialmente de.las proteínas y de los ácidos nucléicos. 

La mayoría de los seres vivos pueden obtener el nitrógeno 

de diferentes compuestos como nitratos, amonio, aminoácidos, 

proteínas, etc. Sin embargo, la utilización de cualquiera de 

estas moléculas, Implica su conversión a amonio, ya que este 

compuesto puede ser utilizado por la célula para la síntesis de 

compuestos nitrogenados. 

El proceso mediante el cual el amonio es incorporado a m.Q. 

léculas orgánicas se conoce como asimilación. En este proceso, 

participan fundamentalmente la deshldrogenasa glutámlca (GDH

NADPl y la glutamtno slntetasa (GS). La GDH-NADP, catallza la 

amlnaci6n reductlva del ácido 2-oxoglutárlco dando como produc

to ácido glutámlco: 

NH4 + 2-oxoglutarato + NADPH ---¡a ácido glutámico + NADP+ 

La GS catallza la producción de glutamina a partir de áci

do glutámico ~amonto, en esta reacción se gasta una molécula 

de ATP 

ácido glutámico + NH 4 + ATP------. glutamina + ADP + PI 

El áctdo glutámico y la glutamina obtenidos durante la as! 

milación de amonio, son precursores en la formación de todos 

los compuestos nitrogenados celulares (ácidos nuclélcos, amino

ácidos, aminoazúcares, etcl, a traves de donar sus grupos amino 



y amido, mediante reacciones de transaminaci6n y transamida

ción respectivamente. 
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Como se mencionó anterformente, la utilización de aminoáci 

dos como fuente de nitrógeno, 'implica la drigradación de estos 

compuestos hasta amonto, En este proceso participan diversas e~ 

zimas catabólicas, que estan sujetas a un sistema de regulación 

denominado represión cata6ólica nitrogenada (1,2,3). Este meca

nismo previene la expresi6n de estas enzimas en presencia de 

amonto, o de los productos primarios de la asimilación de este 

co~puesto (ácido glutámtco o glutaminal (4}. 

En algunos microorganismos se ha reportado que la glutami

na es el correpresor de la represión catabólica nitrogenada (1, 

3,5). La glutamina es por lo tanto, precursor de algunos com

puestos nftrogenados y· correpresor de la represión catabólica 

nitrogenada. Debtdo a que la glutamtna tiene un doble papel en 

el metabolismo nttrogenado, su sfntesis y degradación debe es

tar finamente regulada, manteniéndose una concentración de este 

aminoácido que cumpla las necesidades biosintéticas sin resul

tar en un efecto represivo. 

En Neufto¿pofta cfta¿~a y Sacchaftomyc~ cC!.Jtevl6Lae se ha en

contrado que la actividad de GS es alta cuando el microorganis

mo se cultiva en ácido glutámico como única fuente de nitrógeno, 

intermedia cuando se cultivan en amonio y baja cuando la gluta

mina se utiliza como úntca fuente de nitrógeno (6,7}. Por otro 

lado, en Nellfto¿pMa Ma~ia, la actividad de GS se regula a ni-
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vel de la concentración y de la síntesis de esta enzima (9,JO). 

En S. cVLevú.lae, al .igual que en N. clla4u, la actlvidad de GS 

también se regula a nivel de síntesis (11), y a nivel de activ.!_ 

dad por un sistema de inactivaci6n irreversible, probablemente 

proteolitico (11,12). 

En diferentes sistemas celulares, se han encontrado dife

rentes actividades enzimáticas capaces de degradar glutamtna: 

Transamidasas de glutarnina, glutaminasas, vía de la w-amidasa 

y l-amino acido oxidasa. 

las actividades más estudiadas, son las transamidasas de 

glutamina, que catalizan la donación del grupo amida de la glu

tamina a algún esqueleto de carbono, dando como productos glut1 

mato y el esqueleto.de carbono con un grupo amino. la mayoría 

de las transamidasas descritas, utilizan ATP como substrato. M~ 

diante reacciones de transamidaci6n la glutamtna participa en 

la s!ntesis de asparagina, NAO, purinas, glucosamina, citosina, 

carbomilfosfato, acido p-amino benzoico, histidina y triptofano 

(13). 

Como en otros microorganismos, el papel de las transamid! 

sas de glutamina en S. cVLev.l4iae parece ser netamente biosinti 

tico, ya que estas enzimas están sujetas a inhibición por pro

ducto final (14,15,l6,17). Además, se han aislado mutantes en 

algunas de estas acti'lidades, en cepas de s. cellevú.lae, las 

cuales presentan fenotipos de auxotrofia para los productos de 

transamidación específicos (18,19,20). 
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La glutamato sintasa (GOGAT) es una transamldasa de glut! 

mina que cataliza la· aminaci6n reductiva del cetoicido 2-oxo

glutirlco dando como resultado la producción de dos moléculas 

de ácido glutámico. El papel de la GOGAT ha sido estudiado en 

diferentes microorganismos; en K.teb4.le.f..f.a pneumon.lae se ha re

portado que la actividad de GOGAT participa de manera importa~ 

te, en la síntesis de glutimico como un sistema alternativo a 

la GDH (21}; el funcionamtento de la GDH o la GOGAT, depende 

de la concentraci6n 1.ntracelular de amonio (21). En N. c1t11u11, 

se ha demostrado la participación de la GOGAT, en la síntesis 

de áctdo. glutimfco en condiciones limltantes de amonio [22), 

además se ha demostrado un papel importante de la GOGAT en la 

asimtlaci6n de glutamina ya que dobles mutantes de N. c~~411 

que carecen de esta acttvtdad y de la GDH-NADP tienen un tiem

po de duplicacl6n mayor que la cepa silvestre, en glutamlna 

como fuente de nitrógeno, en estas condiciones la poza intrac1 

l.uhr de. glutamato en la cepa mutante es menor (23). 

La GOGAT de s. ce~ev.CS.lae se ha purificado a homogeneidad, 

(24,25! aún cuando el papel fisfológtco de esta enzima ha sido 

poco estudiado. Recientemente, se ha aislado una mutante de s. 
ce1tevC4C11e alterada en la actividad de GOGAT (Jorge Luis Folch, 

comuntcaci6n personal l. Esta mutante se aisló buscando mutan

tes auxótrofas de. glutámtco, a parttr de una cepa que carece 

de GDH-NADP. El estudio de esta mutante posiblemente permitirá 

determinar cual es el papel de la GOGAT en la asimilación de 



amonio y glutamina en S. ce1r.ev.U.i.ae. 

La actividad de glutaminasa cataliza la hidr6lisis de gl1 

tamina dando como productos glutámico y amonio. La actividad 

de glutaminasa ha sido encontrada en diferentes tejidos de ma

míferos (26,27,28). En mitocondria de cerebro de puerco se ha 

demostrado la existencia de dos glutaminasas, una soluble y la 

otra unida a membrana, estas dos actividades son activadas por 

fosfato (28). La activ ilad de glutaminasa se ha encontrado en 

d\ferentes microorganismos (29). En E4clte1r..lcli.i.a. coU y Bac.l

llu~ l.lchen.l6olr.m.l4 se ha demostrado la existencia de dos glut! 

minasas (JO, JI). La actividad de glutaminasa ha sido encontr! 

da en S. ce1r.ev.U.lae (J2). 

El papel de la actividad de glutaminasa en la asimilaci6n 

de glutamina ha sido poco entendida por la ausencia de mutan

tes afectadas en esta actividad. 

La actividad de transaminasa de glutamina cataliza la 

transferencia del grupo amino de la glutamina a algún a-ceto

ácido dando como productos 2-oxoglutaramato (ceto§cido de glu

tamina) y un aminoScido; el 2-oxoglutaramato es hidrolizado a 

amonio y 2-oxoglutarato mediante otra enzima llamada w-amidasa 

La vía de degradación de glutamina por la transaminasa de glu

tamina y la w-amidasa se le conoce como la vía de la w-amidasa. 

La vía de la w-amidasa ha sido estudiada en mam1feros do! 

de se ha reportado la existencia de tres diferentes transamin! 

sas de glutamina que difieren esencialmente en su especifici-



dad por diferente ~-ce.tofictdo 1 s.u localtzact6n Intracelular 

(33). 

La actividad de transamtnasa de glutamina se ha reportado 

en N. c1taua (34l. En este sistema se ha propuesto .una vi.a me

tabólica en la que la de.gradación de. glutamlna a amonto y 

2-oxoglutarato y la res:tntes:is de este amtnoáctdo por la GO~ 

y la GS resulta en un ttclo que incorpora amonto a aminoácidos 

(35). Esta vía se propuso para e.xpllcar la acul]lulactón de argj_ 

ntna y otros aminoácidos en N. c~a~6a cuando esta se encuentra 

en condiciones restringidas d~ crecimiento y que cepas que tie

nen algún bloqueo en la asirotlact6n de amonio no pueden utili

zar glutamina para la sfotes\s y acumulación de arginina (.36). 

Ademas ha sido demostrada la participación de la transaminasa 

de. glutamina en la asimilaci6n de este aminoácido en N. c~aHa 

co1JJO lo sugiere la acumulación de 2-oxoglutaramato in vivo 

cuando el hongo se crece en. glutamtna como fuente de nitrógeno 

y la lnhibtcfón por amtnoxattco (inhibidor-especlftco de 

transaminaciónl (23! de la excreción de amonio de una cepa mu

tante GOH" en glutamlna como fuente de nitrógeno. 

Otras enzimas que podrían parttcipar en la degradación de 

la glutamina son las L-amtnoáctdo oxidasas, que catalizan la 

desaminaci6n oxldativa de los·L-amtnoácidos. La L-aminoácido 

oxtdasa .de Ne.u~o6pMa c~~a es. c~pu de desarotnar a la'gluta-

111tna con una actividad 50~ 111enor que h que presenta con la 

histfdina, que es el mejor sustrato de esta erizima (52!; sin 



embargo parece que h L-ami.nooxidasa tiene poca parttctpaci6n 

en la asimilaci6n de glutamina en este hongo ya que se ha re

portado que esta enzima s·e reprime en presencia de glutamina 

(53). 
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OBJETIVO. 

Saccha4omyce.& ce.Jr.eyi.ll~e es capaz de utilizar dtferentes 

compuestos como fuente de nitrógeno (aminoácidos, hases puri

cas y pirimídicas, etc) (37) y la utilización de estos compue1 

tos implica su degradación a ácido glutámico y amonio, precur

sores en la síntesis de glutamina para así distribuir el nttr§. 

geno de estos dos aminoácidos a todos los compuestos nitrogen! 

dos. 

Entre los aminoácidos que Saccha4omyce~ ce.Jr.evi~lae puede 

utilizar como fuente de nttrógeno se encuentra la glutamina, 

sin embargo la utilización de este aminoácido no implica nec! 

sariamente su degradación a amonio ya que, como se mencionó an 

tes, al donar su grupo amtdo mediante reacciones de transamid! 

ci6n forma ácido glutámico. 

En s. ce4evü·lae se ha reportado la existencia de la actj_ 

vidad de glutaminasa que hidroliza la glutamina dando como pr~ 

duetos ácido glutámico y amonio (32). También en s. ce.Jr.evüiae 

se ha reportado la existencia de la actividad de w-amidasa, 

que hidroliza a-cetoglutaramato (cetoácido de glutaminal a ce

toglutarato y amonio (33); sin emhargo no se ha reportado la 

existencia de la transaminasa de glutamina, primera enzima de 

la vía de la w-amidasa, en este microorganismo, 

El objetivo del presente trahajo es estudiar el papel de 

las vías metabólicas que degradan la glutamina a amonio (glut! 

minasa y vía de la w-amidasal durante la asimilación de este 



aminoácido en Sacl1ct1tom11cu c(!.}¡evú.lae, con el fin de entender 

el papel que juegan esta~ enzimas en la distribvci6n del nitr~ 

geno de este compuesto, ya que la glutamina es vno de los priR 

cipales donadores de nitrógeno celular. 
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Material y Métodos 

Cepas: Todas las cepas utilizadas provienen del cepario de los 
laboratorios de Cold Spring Harbar, Nueva York 
Las cepas uttlfzadas son la cepa silvestre S288C:a mal¡ 
gal 2, la cepa AH22: leu 2-3; leu 2-112, his 3¡ y la ce
pa 0286-A: ad e l; h ts 1. 

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento: 

Para el crecimiento de precultivos se utilizó medio YPO 

(extracto de levadura l~. Peptona de caseina 2% y Dextrosa 2%). 

El medio minimo utiltzado se preparó con sales, elementos traza 

y vitaminas segOn la f6rmula de Difco Yeast Nitrogen Base. La 

dextrosa se utilizó como fuente de carbono al 2X. Como fuente 

de.nitrógeno se utilizó (NH 4J2so 4, 40mM 0.1% de glutamina. Los 

demás aminoácidos uttlizados se ooumparon a la misma concentra

ción de la glutamina. Las células se incubaron a 30'C y 175rpm 

y el crecimi·ento se siguió midiendo la densidad óptica del cul

tivo a una longitud de onda de 650nM. Para Tas determinaciones 

de pozas de aminoácidos y de actividades enzimáticas, las célu

las se incubaron durante 12 horas. 

Mutagénesls y selección de mutantes: 

La selección de mutantes, que no ocuparan glutamina como 

fuente de nitrógeno, fué de la siguiente manera: La cepa S288C 

~e mutageniz6 con ethylmetano sulfonato (EMS! sigutendo. el métQ. 

do de Ffnk (38I. Después de la mutagénesis se cultivaron las c~ 

lulas en medio mintmo con amonio como fuente de nitrógeno, du

rante tres días. Después de este periodo de tiempo, se enrique-
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ció la población de células que no pod!an utilizar glutamina 

como fuente de nitrógeno, con el antibiótico N-glicpsil-polifu~ 

gina (39). 

Las células se sembraron en cajas de medio mínimo con amonio 

como fuente de nitrógeno y se incubaron a 30'C durante 5 dias. 

Las colonias que crecieron, se replicaron en cajas de medio mí

nimo, con glutamina como fuente de nitrógeno. Se purificaron 

aquellas células que no crecieron en glutamina como fuente de 

nitrógeno. 

Determinación de pozas de aminoácidos. 

Las c~lulas se cosecharon por centrifugación, se resuspen

dieron en 20ml de etanol al 80~ y se hiervieron 10 minutos para 

evitar degradación de amlno6cidos. Después de este tratameinto, 

las células se rompieron utilizando un homogenizador Braun y 

perlas de vidrio; la suspensión de células, se pasó por filtros 

millipore de 0.22)1 . Los filtrados que contenían los aminoáci

dos, se liofilizaron y las pozas de aminoácidos se determinaron 

como se ha descrito previamente (40). 

Determinación de glutamtnasa in vit~o. 

Se prepararon extractos solubles, rompiendo las células e~ 

teras en buffer Tris-HCl SOmM al pfl apropiado, utili.zando un h,9_ 

mogenizador Braun y perlas de vtdrio. Los extractos se centrif! 

garon 20 minutos a 10,000rpm y el sobrenadante se pasó por una 

columna de Sephadex G25, que se equilibró y eluyó con el buffer 
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de extracción. La actividad se ensayó en un volúmen de O.Sml 

con una mezcla de reaccl6n que contenfa Trls-HCl 50mM al pH 

apropfado, U- 14c gl.utamina (lOcpm por ¡imole) 60mM y O.lml de e! 

tracto crudo. La mezcla de reaccf6n se incubó a 37'C por so mi

nutos, la reacción se par6 con Jml de etanol frío al 80%. Esta 

mezcla se liof11iz6, el residuo se resuspendió en Hclo4 al 3%. 

Se aplicó a papel Whatman 3MM y se cromatografió empleando como 

eluyente una mezcla de: 1-n butano!, ácido acético y agua 

(6: l: 4 l. 

Estándares no ~rcados, se corrieron paralelamente y se tiñeron 

con ninhtdrina (1% en etanol). La radioactividad se estimó en 

el glutamato. Las unidades de actividad están expresadas como•. 

nanomolas de glutamato producidas por minuto a 37'C. 

Determinaci6n de. gl utamfnasa i:11 vi:vo. 

La actividad de glutaminasa .l11 v.lvo, se midi6 siguiendo la 

producción de glutámico a partir de la poza intracelular de gl.!!_ 

tamina previamente marcada, en células crecidas en glutamina 

como fuente de nitr6geno, de la siguiente manera: 

Las células se incubaron en medio mlnimo con glutamina 

como únfca fuente de nitr6geno, hasta que alcanzaron una densi

dad óptica de 0.4 a 650nM. Las células se cosecflaron por fi.ltr! 

ción y se concentraton 10 veces en medio mínimo con glutamina 

U- 14 c (10,000 cpm por ,,;molal O,SmM !! ácido amtnoxacéti.co 25mM, 

para evitar la degradación de glutamina por transamtnaci6n (23) 

(las células de la cepa CNlO se concentraton lo necesario, para 
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tener la misma densidad óptica que la cepa silvestre). La mez

cla celular se incubó minutos a JOºC para permitir la entrada 

de. glutamina U- 14c y la glutamina marcada, se eliminó por 

filtración y lavados con glutamina fria 0.5mM. Se tomó parte de 

la mezcla celular para determinar la poza intracelular de glut! 

mina y la cantidad de radioactividad en las pozas de glutaminn 

y de glutámico, como se descr\bló anteriormente. 

La producción de glutámico, a partir de la poza intracelu

lar de glutamina, se siguió en el resto de las c~lulas resuspe~ 

didas en medio.mínimo conteniendo ácido aminoxacético 25mM, sin 

glutamina exógena. La mezcla celular se incubó 5 minutos a JOºC. 

Después de este periodo, las células se colectaron por filtra

ción y la reacción se paró hirvfendo las células durante 10 mi

nutos en etanol al 80%, esta mezcla se filtró a travéz de fil

tros millipore de 0.22~. Los filtrados se liofilizaron y la ca~ 

tidad de radioactividad en la poza de glutamato se determinó, 

como se describió anteriormente. 

La actividad de glutaminasa se estimó a partir de la incot 

poraci6n de glutámico 14c a la poza intracelular de glutámico 

previamente marcada, tomando en consideración la poza intracel~ 

lar de glutamina. 

Determinación de transaminasa de glutamina. 

Se prepararon, extractos solubles, de la misma manera que 

los extractos utilizados para determinar la actividad de gluta

minasa, excepto que el buffer utilizado para la extracción fué 



" 
50mM pirofosfato de sodio ptt 8.5. La ~ctividad de transamlnasa 

de glutamina se determin6 de tres maneras de la manera descri

ta: l) midiendo la aparición del cetoácido de glutamina (2-ox~ 

glutaramato) (23) 21 midiendo la desaparici6n de fenil piruva

to (41} y 3) midiendo la aparición de fenilalanfna (41}. 

La actividad acoplada de transaminasa de glutamina w-ami

dasa se determinó siguiendo la producci6n de amonio a partir -

de glutamina que dependiera de la presencia de fenil piruvato

(23). La concentración de amonio se midl6 con GDH bovina de la 

manera descrita (42}. 

Extracción de Metabolitos. 

Para la determinación de pozas de glucosa, 2-oxoglutarato 

y plruvato, los extractos se prepararon de la manera descrita

(43}. 

Oeterminacion de 2-oxoglutarato, piruvato y glucosa. 

La concentración de 2-oxoglutarato se determinó con GDH -

de bovino, siguiendo la oxidact6n de NADH a 340nM de la manera 

descrita (7). La concentración de piruvato se determinó con la 

enzima deshidrogenasa lácttca (LDH) de bovino midiendo la oxi

dación de NADH a 340nM. Diferentes alicuotas de extracto se i~ 

cubaron a temperatura ambiente con 0.1mM NaDlt r O.Olml de una

sol uc\ón de LDH al 2.5% en un volumen final de lml de JOOmM -

Trls-HCl pH7.B • La glucosa se determinó con un ~it para dete~ 

minar glucosa (G<>d Per\d, LaKe;ide). 
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Determinación de proteína. 

La concentración de proteína se determinó por el método de 

Lowry (44), utilizando albumina bovina como standar. 
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RESULTADOS 

l. Aislamiento y Caracterizaci6n de una mutante afectada en la 

degradaci6n de glutamina. 

A partir de la cepa silvestre (S288C), se buscaron mutan

tes incapaces de utilizar glutamina como única fuente de nitró

geno (ver material y m~todos). Se aisló una mutante (CNlO), que 

no crece en presencta de glutamtna como única fuente de nitr6g~ 

no. La cepa CNlO tampoco crece cuando el medio de cultivo con

tiene glutamina y· amonio como fuentes de nitrógeno (Fig.lA y B) 

y cuando esta mutante se cultiva en amonio como única fuente de 

nttrógeno, su tiempo de dupltcaci6n es tres veces mayor que el 

de la cepa silvestre cultivada en esta condici6n (Fig.lC). 

El fenotip~ de esta mutante resulta paradójico, ya que ademas 

·de ser tncapaz de utilizar glotamina, aparentemente presenta 

problemas en la utilización de amonio. 

La o 1 as mutaciones presentr.·s en la mutante CNlO pudieron 

haber afectado el transporte de glutamina, o alguna de las en

zimas involucradas en la degradación de este amino ácido. 

En cualquiera de estos casos, la o las alteraciones presentes 

en la mutante CNlO, resultan en un fenotipo complejo que apa

rentemente afecta la utilizaci6n tanto de glutamina como de 

amonio. Con el fin de analizar si el fenotipo de la mutante 

CNlO se debía a la presencia de una sola mutac·t6n, se intentó 

hacer un estudio de segregaci6n. La cepa CNlO se cruzó con los 
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aux6trofos AH22 y D286-2A, (ver Material y Métodos) con ambas 

cepas se obtuvieron diploides capaces de crecer en glutamina 

como única fuente de nitrógeno, indicando que el fenotipo de 

la CNIO es recesivo; sin embargo, los diploides fueron incapa

ces de esporular y no fué posible llevar a cabo un análisis de 

segregaci6n. 

En virtud de estos resultados, se decidió analizar esta mutan

te midiendo diversos parámetros bioquímicos. 

Si el fenottpo de la mutante CN!O se debe a una altera

ción en la degradaci6n de glutamina, esto debería resultar en 

la acumulaci6n de este amrno ácido, cuando esta cepa se culti

va en presencia de gJutamina en el medio de cultivo. Como se 

presenta en la talba !, la mutante CNIO, acumula pozas de glu

tamina que son varias veces mayores que las encontradas en la 

cepa silvestre cuando esta se incuba en glutamina o glutamina 

mas amonio como fuente de nitr6geno. Es interesante observar, 

que la cepa silvestre tiene valores no detectables de glutami

na cuando esta se utiliza como fuente de nitrógeno (Tabla 1), 

esto se debe a Ja rápida degradaci6n de este aminoácido, ya 

que en períodos menores de incubación, este aminoácido si se 

encuentra presente (datos no mostrados). 

Cuando la mutante CNIO se cultiva en amonio, acumula po

zas de glutamina que son cuatro veces mayores a las que prese! 

ta la cepa silvestre en esta condición. 

Esto podría significar que la mutante también presenta altera-
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cienes en el metabolismo de la glutamlna sintetizada endogena

mente, Por otro lado, en la mutante parece haber una relación 

Inversa entre la capacidad de acumular glutamina y la capaci

dad de crecer, ya ~ue en amonto es la condici6n donde la cepa 

CNlO acumula menor poza de glutamina y mejor crece. (Flg.lA, 

D, C) (Tabla lJ. 

Existen antecedentes que senalan que en ciertas condiciones fi 
sio16gicas, algunos hongos eucariotes son capaces de acumular 

amtno áci'dos, a pesar de exi'sttr mecanismos regulatorios que 

modulan el transporte Y' acumulación de estos compuestos. En el 

caso de s. ce11evi~.Dle Messeguey et all ( 54 J han reportado, 

que cuando la sfntesis de proteinas baja, muchos amino ácidos 

cambian su localización subcelular quedando atrapados dentro 

de una vacuo la; a este respecto, este fen6meno podría expl !car 

el hecho de que la mutante CN!O sea capaz de acumular pozas 

elevadas de glutamlna. 

Por otra parte, se podrta esperar que mutantes incapaces 

de degradar glutamtna presenten un requerimiento por ácido gl~ 

támico cuando se cultivan en glutamina como única fuente de ni 
tr6geno. 

En la Tabla 1 se presentan las pozas de glutamato encontradas 

en la cepa silvestre y en la mutante CNlO cuando estas se cul

tivan en glutamina, glutamlna mas amonio. En esta tabla se pu!l. 

de observar que la cepa CNlO acumula pozas de glutamato 3 y 15 

veces mas altas que la cepa silvestre cultivada en estas condi 
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clones. Estos datos sugieren que aún cuando en estas condicio

nes, la glutamina no se esta degradando igual que en la cepa 

silvestre, ya que la mutante CNlO no crece en estas condicio

nes y acumula glutamina, la incapacidad para degradar este ami 

noácido no es total, ya que a partir de este compuesto, la mu

tante puede obtener glutámico. Por otro lado, cuando estas ce

pas se cultivan en amonio como única fuente de nitrógeno, la 

cepa CNlO presenta pozas menores que las encontradas en la ce

pa silvestre (Tabla ll. Estos datos podrían indicar que la di

ferencia de crecimiento de la cepa CNlO en amonio como fuente 

de nitrógeno se pudiera deber a un requerimiento de glutámico, 

sin embargo este parece no ser el caso ya que estas diferen

cias en crecimiento no se modifican si se le agrega glutamato 

al medio de cultivo (datos no mostrados). 

Los datos arriba mencionados, sugieren que la mutante CNIO 

esta alterada en la degradaci6n de glutamina, aun cuando la C! 

pactdad de uttlizar este compuesto no está afectada en su tot! 

1 ida d. 

Estos datos también muestran que la incapacidad que la mutante 

presenta para crecer en glutamfna o en glutamina mas amonio ne 

se debe a un requerimiento por ácido glutámico. 

2. Actividad de glutamtnasa en las cepas S288C y CNlO. 

Como se explicó en la introducción, existen varias enzi

mas responsables de la degradaci6n de glutamina, con el fin de 
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analizar si alguna de estas actividades estaba alterada en la 

mutante CN10; decidi~ot iniciar este estudio determinando la 

actividad de glutamlnasa en las cepas S288C y CNlO. La activi

dad de glutaminasa se determin6 .en v.<.t~o e in vivo como se de1 

cribe en la sección de material y mdtodos. Cuando la actividad 

de. glutaminasa se midi6 ..:~ vUJto no se encontraron diferencias 

entre la actividad de la cepa CttlO y la de la cepa silvestre 

(Tabla 2); sin embargo, cuando h actividad de. glutal)linasa se 

determinó in vivo se encontr6 que la cepa mutante CNlO presen

taba una acti~idad que corresponde a un 16S de la que presenta 

la cepa silvestre, ver Tali.la ·2. Estos datos sugieren que el f! 

notipo de la mutante CN10 podrla deberse a la lnactlvaci6n .in 

vivo de la glutamfnasa. Sin embargo no se puede descartar la 

posibll idad de que en el ensayo de. glutamtnasa ".in vivo" se e1 

tuvieran determinando otras actividades que degradan la gluta

mtna a glutamato (eg-transamtdasas·de glutamlna). 

Con el fin de seguir analizando el efecto de la mutación 

presente en la cepa CNlO sobre la acttvidad de glutamtnasa, d! 

ctdimos medir la actividad de esta enzima en un rango de pU's 

diferentes. Como muestra la figura 2, la cepa silvestre mues

tra 3 picos de actividad con pH 6ptfmo a ·1.5, ·a.1 y 8.5, hemos 

denominado glutaminasa A al ptco que aparece a un pH de 1.5 y 

glutaminasa 8 al pico que aparece a un pH de a:1. El sijnific! 

do del tercer pico que presenta la cepa silve$tre se discutirfi 

mas adelante. La mutante CNlO ~resenta 2 picos de actividad de 
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glutaminasa con pH's optlmos a 7.S y 8.1. Cuando los estractps 

celulares de la cepa silvestre y de la cepa CNlO se calentaron 

lS minutos a 60°C, la cepa silvestre retuvo los 2 picos de ac

tividad mientras que la cepa CNJO perdió el pico correspon

diente a la glutaminasa S.[Figura 2). Estos datos tndican que 

en S. ceAevl6lae hay al menos dos glutaminasa (A y B fig. 2) 

y que la mutante CN!O presenta una actividad de glutaminasa B 

mas termosensible. 

J, Regulacl6n de la actiytdad de glutaminasa. 

Hemos encontrado que la actividad de glutamlnasa se regu

la negativamente por algunos a-ceto~cidos. La figura 3 muestra 

la lnhibici6n de la actividad de glutaminasa por plruvato, 

2-oxoglutarato y glloxalato. Ya que este experimento se llevó 

a cabo a un pH de a.s, que no es el 6ptimo para ninguna de las 

glutamlnasa, A y B estos datos no nos permiten saber cual de 

las dos enzimas se regula por ceto~cidos; sin embargo se puede 

observar (Fig. 3), que la actividad de la cepa silvestre se in 

hibe por los a-cetoácidos antes mencionados, aún cuando hay clei 

ta activación de la enzima a concentraciones bajas de lnhibi

dor. Este tipo de comportamiento se ha demostrado para otras 

enzimas sujetas a regulación alostérica [4S), En la figura 3 

también se puede observar que la actividad de glutaminasa (me

dida a pH 8.S) de la cepa CNlO es mas sensible a la inhiblci6n 

por piruvato y 2-oxoglutarato, además se puede observar que la 
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actividad de la mutante no es estimulada a baJas concentracio

nes de piruvato y 2-oxoglutarato¡ en cuanto a la sensthilidad 

por glioxalato se puede ver que no hay diferencias entre la a~ 

tividad de la cepa silvestre-:¡- la mutante. 

Ya que las detcrmfnaci'ones arri.ba descritas se hicieron a 

pH 8,5, se decidi6, medir la actividad de glutaminasa de la c~ 

pa CN!O en un rango de pH's utilizando lOOmM de piruvato y por 

otro lado en extractos no dializados (Fig. 4A, B), esto con el 

fin de determinar si la inhihici6n por estos tt-cetoácidos era 

especifica sobre la. glutamtnasa A o B, La Ftgura 4A, B, mues

tra que la actividad de glutaminasa B es menor en presencia de 

pfruvato y en extractos no dializados en la cepa CN!O. Es de

cir en extractos no dializados la actividad de glutaminasa B 

de la cepa CNlO, posiblemente sea menor en virtud de que esta 

enzima sea mas sensl61e a la in616ici6n por cetoácfdos 

presentes en el extracto. Esto; datos sugieren que la tnactiV! 

ción de la glutaminasa a¿')! v¿vQ de la cepa CN!Q podrta deber

se a una alta sensibtlidad de la glutamtnasa B a ciertos ~-ce

toácldos. 

4. La glutaminasa A es una enzima unida a membrana. 

Como se mencion6 anteriormente, la cepa CN10 acumula po

zas de glutamato que son varias veces mayores que las encontr! 

das en la cepa silvestre cuando estos se cultivaron en presen

cia de glutamina (Tabla l}. Estos datos seHalan que a-On cuando 
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la glutamina no se está degradando en la mutante, con la misma 

eficiencia que en la cepa silvestre, parte de este aminoácido 

se cataboliza dando glutámico. Ya que la mutante CNlO no prese~ 

ta alteraciones en la glutmwinasa A, se pensó la posiblidad de 

que esta actividad estuviera unida a membrana y que fuera res

ponsable de la degradaci6n de glutamina exógena. Con el propó

sito de analizar la posi~le localización de la glutaminasa A en 

membrana, se midió la actividad de esa enzima a pH de J.5 en 

los paquetes celulares obtenidos despues de centrifugar culti

vos crecidos en glutamina como fuente de nitrógeno y de romper 

las células mecánicamente, estos paquetes se trataron con trl

ton X-100 .1%. 

Los resultados de estas determinaciones se presentan en la Ta

bla 3, donde se puede observar que en la cepa silvestre se en

contró un 57.8% de la actividad total en sobrenadante del ex

tracto y el 42.1% en las pastillas tratadas con triton obteni

das despues de centrifugar los extractos previamente rotos me

canicamente (ver Material y Métodos). Esta tabla tamfiién mues

tra que la actividad extraída del paquete celular depende de 

la presencia de Triton X-100; sin embargo existe algo de acti

vidad (22.6%) que se puede extraer de los paquetes sin Triton. 

Resultados semejantes a los descritos 5e obtuvieron con la ce

pa CNlO (tabla 3). Estos datos sugieren que e;ta enzima esta 

levemente unida a membrana. 

Para poder distinguir cual de las dos glutamtnasa (A 6 B) 
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se estaba solubilizando con Triton X-100, se calentaron los pa

quetes celulares extraídos con este detergente 15'rninutos a 60ºC 

ya que corno se mencion6 antes la actfvidad de la glutarninasa B 

de la cepa CNlO es termosensi61e (figura 2). La tabla 3 muestra 

que la actfvidad extraída con Triton X-100 de los paquetes cel~ 

lares corresponde a la actividad terrnoresistente, esto es, co

rresponde a la actividad de glutarninasa A. Estos datos indican 

que la actividad de glutaminasa A esta unida a membrana aunque 

la unión no es muy fuerte. 

5. Identificaci6n de las enzimas de la vía de la w-amidasa en 

S. ce-te.vLl·.t."cte. 

La actividad de transaminasa de glutamina se determinó en 

la cepa silvestre crecida en amonio como fuente de nitr6geno. 

En la talila 4 se reporta la estequiometria de la reacci6n de 

la transamfnasa de glutamina. La estequiometría de la reacción 

se determin6 utilizando al ~-cetoácido fenil piruvato como 

~ceptor del grupo amino, y la reacción se midió de tres mane

ras: l. midiendo la desaparición de fenilpiruvato, 2. midiendo 

aparici6n del cetoácido de glutamina (2-oxoglutaramato) y 3. 

midiendo aparición de fenilalanina como se describe en la sec

ción de material y· métodos. Como se puede observar en la tabla 

4, la actividad especifica de la transaminasa de glutamina es 

la misma cuando se mide la actividad de las tres maneras des

critas. Ademas se puede ver que en caso de las mediciones de 
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la desaparición de .fenilpiruvato y de la aparición de 2-oxogl!!. 

taramato la actividad es inhibida por aminoxacetico inhibidor 

específico de transaminación y que además la reacción depende 

de la presencia de glutamina en el ensayo (tabla 4). También 

en Ja tabla 4 se puede observar que la reacción de transamina

sa de glutamina medida por la formación de 2-oxoglutaramato es 

dependiente de la presencia de fenilpiruvato en el ensayo y 

DON el cual se ha reportado que inhibe la actividad de la w-ami 

dasa de l/e.uJr.oópMa cJtaóóa (23). Estos datos indican que la ac

tividad de transaminasa de glutamina esta presente en s. ce.Jtevi 

.&.lae.. 

En S. ceJtev.W.i:ae está reportada la existencia de la activi 

dad de w.amidasa (33J. Sin embargo determinamos la actividad 

acoplada de la transaminasa de glutamina y la w-amidasa; esta 

reacción se midió determinando la aparición de amonio a partir 

de glutamina que fuera dependiente de la presencia de fenil pi

ruvato en el ensayo. Los resultados de esta determinación estan 

en la tabla 5 donde se puede ver que hay una actividad que co

rresponde a aproximadamente el 70% de la actividad de transami

nasa de glutamina descrita en la tabla 4. Este dato indica que 

la actividad de w-amidasa esta presente en s. ce.Jtevü.lae. 

Por otra parte se midió la actividad de la transaminasa de 

glutamina utilizando diferentes ~-cetoácidos de manera de poder 

tener alguna idea sobre la participación de esta enzima en la 

síntesis de algunos aminoácidos. Los resultados de estas deter-
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minaciones están en la tabla 6. Como se puede observar la tra!), 

saminasa de glutamina puede utilizar diferentes a-cetoácidos 

como substratos, encontrándose la actividad mas alta con glio

xalato, lo que podrla sugerir la participación de esta enzima 

en la síntesis de glicina. Es de hacerse notar que esta enzima 

utiliza como substrato ptruvato y glioxalato que como semen

cionó antes son inhtb.idores de la glutaminasa B, este dato su

giere que estas dos vías de asimilación de glutamina pudieran 

ser mutuamente excluyentes dependiendo de la disponibilidad de 

estos a-cetoácidos. 

6. Regulación de la actividad de la transaminasa de glutamina 

por la fuente de nitrógeno. 

Se estudió la regulación de la actividad de la transamin! 

sa de glutamfna por la fuente de nitrógeno, de manera de poder 

tenr una fdea sobre la participación de esta enzima en el cat! 

bolismo de glutamina y/o en la síntesis de algunso aminoácidos 

fara esto se culti~ó a la cepa silvestre durante 12 horas en 

diferentes fuentes dei nitrógeno y se detúminó la actividad de 

la transamtnasa de glutamfna. Los resultados de estas determi

naciones están en la talila 7. Como se puede observar la trans! 

minasa de glutamina se encuentra elevada en glutámico, glutámi 

cQ mas amonio, glutamina y glutamina mas amonio. 

Existe la posibilidad de que esta enzima esté regulada positi

vamente por glutámico, este no parece ser el caso ya que la e~ 
' 
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pa CNlO cultivada en amonio como fuente de nitrógeno, donde a

cumula pozas de glutamina elevadas y pozas menores de glutámi

co, presenta una actividad tres veces mayor que el de la cepa 

silvestre en la misma condición (dato no mostrado). Estos da

tos sugieren que la actividad de la transaminasa de glutamina 

podría ser regulada positivamente por glutamina. 

Por otra parte los datos mostrados en la tabla 7 indican 

que la actividad de transaminasa de glutamina se reprime en 

presencia de lisina y glicina; esto podría sugerir que estos 

aminoácidos son sintetizados a travez de la transaminasa de 

glutamina ya que ademas sus respectivos a-cetoácidos son subs

tratos de esta enzima (tabla 6). 

7. Efectoin vivo de la infiibtción de la glutaminasa B por piru 

va to. 

Como se mencionó antes la glutaminasa B es regulada nega

tivamente por piruvato (figura 3) y este es ademas substrato 

de la transaminasa de glutamina. Estas caracterlsticas de este 

a-cetoácido hacen interesante conocer la regulación de su con

centración ya que esto puede determinar porque vía la glutami

na es catabolizada. 

Sacchanomyce• ceneviaLae es un organismo aerobio faculta

tivo, es decir que puede crecer independientemente de la pre

sencia de oxígeno en el medio. Sin embargo la estrategia que 

utiliza S. ceneuL&Lae para degradar la glucosa es diferente d~ 

pendiendo de la presencia de oxígeno en el medio; es decir en 
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presencia de oxigeno. la glucosa es catabolizada hasta co 2 por 

la cadena respira•oria y en ausencia de oxígeno crece ferment! 

tivamente produciendo etanol. Dado que S. ce1<ev.i4.lae utiliza 

de manera diferente el carbono dependiendo de la oxigenación 

decidimos medir las pozas Intracelulares de plruvato en condi

ciones de aeración y en microaerofllia en glutamina como fuen

te de nitrógeno en la cepa silvestre y en la cepa CNlO. Como 

la tabla 8 muestra la concentración intracelular de piruvato 

aumenta cuando las células se cultivan en microaerofilia. Es 

de hacerse notar que la cepa CNlO presenta pozas de piruvato 

menores que las encontradas en la cepa silvestre cuando estas 

cepas se cultivan en aeración, estos datos se discutirán mas 

adelante. 

Decidimos medir la actividad de glutaminasa con el ensayo 

in v.ivo en células culttvadas con aeración y en microaerofilia 

para determtnar si habla algün efecto de la acumulación de pi

ruvato sobre la actividad de e>ta enzima. Como la tabla mue~ 

tra la actividad de glutaminasa no se pudo detectar en la cepa 

silvestre y en la cepa CNlO cuando estas se cultivan engluta

mina como fuente de nitrógeno en mtcroaerofilia. La actividad 

de glutamtnasa se midió in vit1<0 al pH óptimo de la glutamina

sa B en la cepa silvestre en cultivos aerados y en microaerofi 

lia. En la tabla 9 se puede o&servar que la actividad de glut! 

minasa es tres veces menor en microaerofilia que en cultivos 

aerados, además se hizo una mezcla de extractos entre los e.x-
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tractos provenientes de cultivos aerados y los provenientes de 

células cultivadas en microaerofilia, encontrándose una actiVl 

dad dos y media veces menor que el valor esperado. Estos datos 

muestran que la actividad de glutaminasa B se encuentra inhibí 

da cuando las células se cultivan en condiciones microaerofíli 

cas y que esta inhibici6n se puede deber a la acumulación de 

piruvato ya que estractos provenientes de células incubadas en 

microaerofila inhiben la actividad de estractos provenientes 

de células cultivadas en agitaci6n. 

Por otra parte hemos encontrado que la cepa CNlO es capaz 

de utilizar glutamina como fuente de nitr6geno con el mismo 

tiempo de duplicaci6n que la cepa silvestre cuando se cultiva 

en condiciones microaerofilicas (figura 5); ademas hemos enco~ 

trado que el 35% de las revertantes aisladas de la cepa CNlO 

que ahora pueden utilizar glutamina como fuente de nitrógeno 

ton mutantes incapaces de respirar (fenotipo "petite"). Estos 

datos sugieren la participación de otro sistema de degradación 

de glutamina en condiciones microaerofilicas ya que aun la ce

pa silvestre puede crecer óptimamente en glutamina como fuente 

de nitrógeno en estas condiciones a pesar de tener inhibida la 

glutaminasa B (tabla 9). Este sistema de asimilación degluta

mina podría ser la vía de la w-amidasa ya que la transaminasa 

de glutamina utiliza piruvato como substrato (tabla 6). 

B. Evidencias a favor de la participación de la vía de la 

w-amidasa en el catabolismo de glutamina en condiciones micro-



aerofilicas. 

Como se mencion6 antes la cepa CNlO es capaz de utilizar 

glutamina como fuente de nitr6geno en condiciones microaerofí

licas. Cuando esta cepa se cultiva en condiciones no muy es

trictas de microaerofilia crece con un tiempo de duplicación 

mayor que el encontrado en condiciones mas estrictas (figura 

6). Hemos encontrado que este crecimiento es parcialmente inhi 

bido por lisina, el cual reprime la actividad de transaminasa 

de glutamina (figura 6, tabla 7); sin embargo el crecimiento 

no se ve afectado por lisina en condiciones estrictas de micr~ 

aerofilia (figura 6). Dado estos resultados decidimos medir la 

actividad de la transaminasa de glutamina en la cepa silvestre 

y en la cepa CNlO en glutaroina como fuente de nitrógeno en di

ferentes condiciones de aeraci6n en presnecia de lisina. Como 

la tabla 10 muestra la activid~d de transaminasa de glutamina 

en la cepa silvestre es innibida en un 84% cuando se cultiva 

en aeración, sin embargo la inhibici6n por lisina de esta acti 

yidad es solo de un 45% en microaerofilia. Este efecto es ma

yor en la cepa CNlO donde la inhibici6n~or lisina de. la tran

saminasa de glutamina es de solo 10% en comparación del 84% e~ 

centrado en aeración. 

Por otra parte decidimos tratar de aislar mutantes. incap~ 

ces de utilizar glutamina como fuente de nitrógeno en microae

rofilia a partir de la cepa CNlO. Con este objetivo aislamos 

una revertante que pudiera crecer en glutamina como fuente de 



31 

nitrógeno y que fuera incapaz de respirar (cepa rM2-3). A par

tir de esta revertante petite aislamos cinco mutantes que son 

incapaces de utilizar glutamina como fuente de nitrógeno y que 

son capaces de crecer en amonio como fuente de nitrógeno. En 

la tabla 11 se pueden ver las actividades de estas cinco cepas 

de la actividad acoplada de la transaminasa de glutamina w-ami 

dasa. Como se puede observar tres de las cinco mutantes no ti~ 

nen actividad detectable de liberación de amonio a partir de 

glutamina dependiente de glioxalato mientras que otra mutante 

presenta solo el 25% de esta actividad (tabla 10). Para deter

minar cual de las dos enzimas de la vía de la w-amidasa estaba 

afectada, medimos la actividad de transaminasa de glutamina 

con glioxalato como aceptar del grupo amino en presencia y au

sencia de DON que como se mencion6 antes es inhibidor de la 

w-amidasa de N. c1ta~s11 (23) y cuya presencia es necesaria en 

el ensayo de formación de 2-oxoglutaramato (tabla 4). Como la 

tabla 10 muestra las cinco mutantes aisladas presentan activi

dad de transaminasa de glutamina, sin embargo las cuatro mutarr 

tes afectadas en la actividad acoplada de transaminasa de glu

tamina w-amidasa, no se observa ningún efecto en la actividad 

por la ausencia del inhibidor DON. Estos datos sugieren que 

las cuatro mutantes aisladas estan afectadas en su actividad 

de w-amidasa, aunque es necesario medir directamente la activi 

dad de esta enzima para corroborar estos datos. 
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9. Posible efecto de la acumulaci6n de glutamina sobre el cre

cimeinto. 

Como se mencionó antes la cepa CNlO es incapaz de utilizar 

glutamina como fuente de nitrógeno culf!do se cultiva en condi

ciones de aeración. En esta condición la cepa CNlO acumula una 

poza de glutamina mucfio mayor que el encontrado en la cepa sil

vestre (tabla ll y es capaz de acumular glutamato lo que sugie

re que la falta de crecimiento no se debe a un requerimiento de 

glutamtco. 

En BctciUU4· 4ub,t.U.i.s se fia reportado que aux6trofos de gl!!_ 

tam\na cuando se cultivan en glutamina como fuente de nitrógeno 

acumulan este amino6cido y tienen disminuida su capacidad de C! 

tabollzar glucosa (46l. En este sfstema la disminución en la C! 

pacfdad de asimilar glucosa se puede deber a la ausencia de la 

glutarnino sintetasa o a la acumulación de glutamina. 

Con este antecedente decidimos estudiar la posibilidad de 

que la acumulación de glutamina encontrada en la cepa CNlO tu

vtera un efectó sobre· la degradación de glucosa. Con este obje

tivo medimos las pozas intracelulares de glucosa, piruvato y 

2-oxoglutarato en las cepas CNlO y la cepa silvestre cultivadas 

en glutamina como fuente de nitr6geno. Como la tabla 12 muestra 

la cepa CNlO acumula una poza de glucosa 17 veces mayor· que la 

encontrada en la cepa silvestre, en cuanto a las pozas de piru

vato y 2-oxoglutarato estas son 3 y 4 veces mas bajas en la ce

pa CNlO. El efecto encontrado en la degradación de glucosa no 
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se debe a la falta de crecimiento ya que la cepa silvestre en 

un medio sin fuente de nitrógeno no acumula glucosa y presenta 

'unas pozas de piruvato y 2-oxoglutarato similares a las encon

tradas cuando esta se cultiva en glutamina como fuente de ni

trógeno {tabla 12). 

Por el momento estamos tratando de identificar el posible 

bloqueo. Datos preliminares sugieren que el flujo de carbono 

esta inhibido a nivel de la enzima piruvato kinasa ya que la 

cepa CNlO tiene actividades de esta enzima 2 veces menores a 

las encontradas en la cepa silvestre cuando estas se cultivan 

en glutamina como fuente de nitrógeno (tabla 13). Por otra pa[ 

te hemos encontrado que la actividad de piruvato kinasa de la 

cepa silvestre es regulada negativamente por glutamina, (figu

ra 7), sin embargo es necesario caracterizar mejor esta inhibí 

ctón para saber si es específica de glutamina y medir pozas de 

fosfoenol piruvato para tener una idea mas precisa si el blo

queo en el flujo de carbono se debe específicamente a la inhi

bici6n de piruvato ki~asa. 
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DISCUSION 

En este trabajo, hemos estudiado la participación de la a~ 

tividad de glutaminasa y de la via de la w-amidasa en la asimi

lación de glutamina en s. ce~evi4iae. 

Nuestros resultados indican que s. ce~ev.Uiae, posee dos 

actividades de glutaminasa con diferentes pH's óptimos (glutami 

nasa A y B). Estas dos actividades se encuentran en diferentes 

compartimentos celulares, ya que la actividad de glutaminasa A 

esta asociada a membrana y la glutaminasa B es una enzima solu

ble. 

En otros sistemas celulares se ha descrito la existencia de dos 

glutaminasas como organismos procariotes (30,Jl l y células de 

mamífero ( 28 ). En células de mamífero se ha encontrado que 

una de estas dos glutaminasas se encuentra asociada a membrana 

{ za ). El posible papel de tener una glutaminasa asociada a 

membrana es el de regular la poza intracelular de glutamina ya 

que esta en vez de ser transportada como glutamina es transpor 

tada como glutamato. 

Hemos encontrado que la actividad de glutamlnasa B se re

gula negativamente por a-cetoglutarato, piruvato y glioxalato, 

El papel de esta regulaci6n negativa se discutirá mas adelante 

con respecto a los datos obtenidos con la actividad de transa

minasa de glutamina, ya que el posible papel de esta regula

ción es el de evitar que la poza intracelular de glutamina se 

hidrolize a glutamato y amonio para que esta sea utilizada en 
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la síntesis de glutamato, alanina y glicina. 

Para el estudio del papel de la actividad de glutaminasa 

aislamos una mutante que no puede utilizar glutamtna como fuen

te de nitrógeno. Esta cepa (CNIO) presenta una actividad de gl~ 

taminasa B mas termosensible y mas sensible a la innibición por 

a-cetoglutarato y piruvato. Estos datos sugieren que la baja a~ 

tividad (16%) de glutaminasa de la cepa CNIO en los ensayos ln 

vivo pudiera deberse a la mayor sensibilidad de esta enzima al 

efecto de los cetoácidos; ya que extractos no dializados de 

esta mutante, no presentan actividad ln vltAQ de glutaminasa B. 

La actividad de glutaminasa B tiene un papel importante en 

la regulación de las pozas intracelulares de glutamina, ya que 

la cepa CNlO acumula glutamina aun en amonio como fuente de ni

trógeno a pesar de tener una actividad de glutamtno sintetasa 

cuatro veces menor que la encontrada en la cepa silvestre (dato 

no mostrado). Por otra parte la cepa CNlO acumula unas pozas 

de glutamato varias veces mayores que las encontradas en la ce

pa silvestre solo en presencia de glutamina exogena, lo que su

giere que la actividad de glutaminasa A esta asociada a la mem

brana plasmática. 

La falta de crecimiento de la cepa CNIO no se debe a falta 

de ácido glutámico sino a la acumulación de glutamina. 

El posible efecto de la glutamina sobre el crecimeinto puede ·d! 

berse a que este aminoácido regula negativamente la utilización 

de glucosa como fuente de carbono, sin embargo no hemos exclul-
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do la posibilidad de que el crecimiento celular esté reprimido 

a otro nivel además de la utilización de glucosa. La regulación 

de la asimilación de glucosa parece ser a nivel de la enzima pi_ 

ruvato kinasa, ya que esta enzima se inhibe por glutamina; sin 

embargo es necesario caracterizar mejor esta inhibición para d~ 

terminar si es específica de glutamina. Pensamos que la razón 

de la regulación negativa de la actividad de la piruvato kinasa 

por glutamina es el de regular la poza intracelular de glutami

na ya que esta enzima es la responsable de la síntesis de piru

vato, el cual regula negativamente Ja actividad de glutaminasa 

B. 

Como se mencion6 en la introducción, la vía de la w-amida

sa es una ruta importante en la asimilación de glutami'na en Ne!:_ 

~oJpo~a c~aJJa (23). En esta vla participan la transaminasa de 

glutamina y la w-amldasa. Nuestros datos indican que la activi

dad de la transaminasa de glutamina en s. ceAevüüte se regula 

positivamente por glutamina y negativamente por lisina y glici

na, lo que sugiere que esta enzima participa en el cataboltsmo 

de glutamina y/o en la síntesis de lisina y glicina. 

Saccha~omyceJ ceAe.vü.iae como otros hongos sintetiza lisi

na a travez de la conversión del ficldo homocltrico a a-cetoadi

pato el cual mediante una reacción de transaminación forma 

n.;iminoadipato intermediario en la biosintesis de lisina (.47). 

En levadura se han reportado dos actividades de transaminasas 

que catalizan la conversión de n-cetoadipato a n-aminoadipato 
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utilizando ácido glutámico como donador del grupo amino, sin e~ 

bargo estas dos enzimas no presentan ningOn cambio de actividad 

en presencia da lisina en el medio (48). Una de estas dos tran

samlnasas aumenta su actividad en presencia de a-aminoadipato 

en el medio de cultivo lo que sugiere su participación en la d~ 

samlnación de este amtnoácido mas que en la slntesis de lisina 

(48). 

ha biosíntcsis de glicina en s. ce~ev.U~ae proceda a tra

yez de la conversión de serina a glicina por una hidroximetil 

transferasa de serina (49). Sin embargo existe una vía alterna 

para la síntesis de glicina en la cual el cetoácido de este 

aminoácido (glioxalatol se stntetiza a partir de isocitrato; el 

glioxalato es posteriormente transaminado para formar glicina. 

Esta via funciona cuando la lavadura se cultiva en fuentes de 

carbono no fermentafiles (50). Por otra parte se reportó que el 

amfnoácido responsable de la donación del grupo amino para la 

sintesis de glicina es alanina, ya que este aminoácido presenta 

una mayor actividad de transaminación con glioxalato compara

ción de otros aminoácidos incluyendo glutamina (51). 

Los datos mencionados sugieren que la transarninasa de glutarnina 

no tiene un papel fundamental en la síntesis de lisina y glici

na ya que existen otros aminoácidos capaces de donar su grupo 

amino para la biosfntesis de lísina y glicina. El aislamiento 

de una mutante permittrá determinar el papel de esta enztma en 

la síntesis de lisina, glicina y otros aminoácidos. 
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Por otra parte encontramos que la transaminasa de glutamina 

utiliza como substrHos a los cetoácidos gl ioxalato, piruYato, 

que como se mencionó antes son inhibidores de la actividad de 

glutam1'nasa B. Esto sugiere que la operación de estas dos vías 

para asimilar glutamina es escluyente y depende de la concentr! 

ción intracelular de estos cetoácidos. 

Es interesante notar que el a-cetoglutarato es un inhibidor de 

la glutaminasa By no es substrato de la transaminasa degluta

mina; sin embargo este cetoácido es substrato de la GOGAT, lo 

que sugiere que el funcionamiento de la actividad de glutamina

sa O y de GOGAT, depende de la concentración intracelular de 

a-cetoglutarato. 

En cuanto a la regulaci6n de la concentración de gl\oxala

to intracelular se safie que este solo se stntetiza cuando la 1! 

vadura se cultiva en fuentes de carbono no fermentables (50}, 

lo que sugiere que en estas condiciones la glutamina es catabo-

1 izada esencialmente por la transaminasa de glutam\na. 

Nuestros datos muestran que piruvato se acumula en condi

ciones microaerofílicas dato que podemos relacionar con la baja 

actividad de glutaminasa B encontrada en estas condiciones. Por 

otra parte tenemos algunas evidencias que sugieren la particfp! 

ción de la v1a de la w-amfdasa en condiciones microaerof{licas 

como son: 1.- El hecho que la mutante CNIO Cafectada en. la glu

taminasa B) crece con el mismo tiempo de duplicación que la ce

pa silvestre en glutamtna como fuente de nitrógeno en mi~roaer~ 

filia; 2.- El crecimiento de la mutante CNIO en glutam\na como 
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fuente de ~ltrógeno en ciertas condiciones de mocroaerofilia es 

parcialmente inhibido por lisina. 3.- La ihibición de la trans~ 

minasa de glutamina por lisina es menor en microaerofilia. 4.

El aislamiento de 4 mutantes que no pueden utilizar glutamina 

como fuente de nitrógeno en microaerofilia, las cuales parecen 

estar afectadas en la actividad de w-amidasa. 

En base a estos datos proponemos que la glutamina es asimi 

lada por la actividad de glutaminasa n en fuentes de carbono 

fermentables y en presencia de oxígeno, mientras que la vía de 

la w-amidasa participa en condiciones microaerofillcas. La rcg!:!_ 

lación de la participación de estas dos vías depende de la con

c~ntraci6n intracelular de piruvato, que como se mencionó antes, 

es un inhibldor de la actividad de la glutaminasa By a su yez 

substrato de la transaminasa de glutamina. En la figura 8 se 

muestra un esquema de la participación de las glutam\nasa A y B 

y de la vía de la w-amidasa en S. ceAevi6iae dependiendo de las 

condiciones aeróbicas del cultivo. 



Abreviaturas 

DON - 6-Diazo-5-oxo-L-norleuctna 

MM - medio mintmo 

SN - medio mlnimo sin fuente de nttr6geno 

Gln - glutamina 

rpm - revoluciones por minuto 

nm - nano metros 
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Figura 1. Crecimiento de las cepas S288C y CN10 en diferentes fuentes 
de nitrogeno.A: Glutamina,B: Glutamina + Amonio,C: Amonio, 
Simbolos:e S28BC, o CN10 

24 



ID ..,. 
TABLA 1. Pozas de Glutamina y Glutamato en las cepas S288C y CN10 en diferentes 

fuentes de nitrogeno, 

Fuente de Nitrogenoª 

Gln 

Gln+ NH
4 
+ 

NH/ 

8 Gln, Glutamina. 

bNo detectable. 

µ mol/mg de proteína 

Glutamina 

S288C 

N,D,b 

o. 18 

0.07 

CN10 

0.88 

0.95 

0.32 

S288C 

o .06 

0.27 

o. 45 

Glutamato 

CN10 

0.90 

o. 77 

0.29 
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TABLA 2, Actividad de glutaminasa de las cepas S288C y CN10 

Cepa 

S288C 14.00 62. 17 

CN10 18.80 10.37 

a La actividad de Glutaminasn se determinó a pH 8.5 y se ex
presa como nmolas de glutamato formado/min/mg proteina del 
ostracto celular. 

b La actividad de glutaminasa so expresa como nmolas de glu
tamato formado/min,/mg de proteina celular. 



S 288C CN 10 

A 

1.a a. 1 0.3 e.5 0.1 

pH pH 

Figura 2, Actividad de glutaminasa a diferentes pHs, 

Simbolos: • Estractos dializados, o Estractos dializados calentados 

15 min a 60ºC. 
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Figura 4. Actividad de Glutaminasa de la cepa CN10 a diferentes pHs. 
A: Simbolos, • actividad de estractos dializados; o actividad de 

estractos dializados + 100mmolar de piruvato. 
B: Simbolos, •actividad de estractos dializados; o actividad de 

estractos sin dializar. 
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Tabla 3. Actividad de Glutaminasa de las cepas S288C y CN10 en estractos celulares 

y en pelets tratados con detergente. 

Actividad de Glutaminasaª 

Fuente de Enzima S288C \de actividad CN10 \de actividad 

Actividad total 93. 3 100 107.5 100. 
Estracto celular 54 57.8 65.8 61 
Pelet tratado con Tritonb 39.2 42. 1 41. 7 39 
Pelet tratado con Triton 
calentadé 41.2 44 47.3 44 
Pelets sin Triton 21.1 22.6 27. 7 25. 7 

a La actividad de Glutaminasa se determino a pH 7.5 y se expresa como nmolas de 
de glutamato formado/rnin/ml de estracto celular-, 

b Los pelets se solubilizaron en el buffer de estracci6n con .1\de Triton X-100 
c Los pelets solubilizados se calentaron 15 minutos a 6o 0c. 
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"' Tabla 4. Actividad de Transaminnsa de glutamina de la cepa S2BBC 
en Nll4 + como fuente de nitrogcno 

Condiciones de 
ensayoª a-cctoglutaramatoª fcnilpiruvatob fonilalaninac 

Completo 5.3 5.3 
gln N.D.d .74 
fenilpiruvato N.D. 
DON 2. 11 

+ Aminoxacctico N,D, N.D. 

a nmolas de a-cetoglutnramato formado/min/mg prot 
b nmolas de fonilpiruvato desaparecido/min/mg prot 
c nmolas de fcnilalaninn formado/min/mg prot 
d No detectable 
e fenilpiruvato 3mm, gln lOmm 

5.6 

.·,, 
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Tnbla 5, Acti\'i.dad ncoplnda de la Transominnsn de glutnminn y la i.i -nmidnsa 
de la cepa S288C en Nll 4 + como fuente de nitrogeno, 

~~~~~~Aones de 

Completo 

.. cetoacido 

- gln 
Diferencia 

a Fcnilpiruvato 3mM, glutarnina lOmM 

b nmolas da NH 4 • formado/min/mg prot 

Actividndb 

8.18 

2 .94 

1. 22 

4 .02 

Tabla 6. Actividad de Transaminasa do glutaminn do la cepa S288C con diferentes 
a-cctoacidos. 

Cetoacidoª 

Glioxala to 

Piruvato 
Fenilpi ruvato 
a .. cetosuccinnmato 

a. cetoadipn to 

a-cetoglutarato 

Actividadb 

11 

3. 2 

3. s 
1.4 
N.D.c 

.n Todos los cctoacidos se ocuparon a una conccntraci6n de SmM, excepto por el 

fcnilpiruvato que so ocupo n31r.Mt lo gln so ocupo a 20mH 
b La actividad so expresa como nmolas de a-cctoglutnramato formado/min/mg prot. 



.. .... Tabla 7. Actividad de Transaminasa de glutamina de la cepa S288C en diferentes 
fuentes de nitrogono. 

Fuente de nitrogeno Actividadª \de actividad 

NH4+ + glutamato 10.81 100 
Glutamato 10. 39 96. 1 
NH4 + + glutamina 8.7 80.65 
Glutamina 8.24 76. 2 

NH/ 5. 1 47. 17 
YPD 2 .02 18.6 

NH/ + lisina 1. 29 11. 9 

NH/ + glicina 1.69 15.7 
NH ,+ + alanina 4.5 42.2 

4 
NH

4
+ + aspartato 7,9 73.5 

a La actividad se expresa como nmolas de a-cctoglutaramato formado/min/mg prot 
Las condiciones de ensayo fueron, fenilpiTuvato 3mM y gln 1 OmM. 
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Tabla 8. Cocentraci6n intracelular de piruvato en las cepas S288C y CNlO en 
¡¡lutamina como fuente de ni trogcno en diferentes condiciones aerobicas . 

Condiciones aerobicas 

1/6 v/a 175 rpmª 
Sin agitar 

S288C 

132.9 
293.6 

nmolas/mg prot 

a v/a v• volumen del medio, a•volumen del recipiente, 

CN10 

42 
143.4 

Tabla 9. Actividad de Glutaminnsa de la cepa S288C en glutamina como fuente de 
nitrogeno en diferentes condiciones aerobicns. 

Condiciones aerobicas 

1/6 v/a 17Srpm 
Sin agitar 
Mezcla de estractos 

.ln v.lvo n 

62.17 
N.D. 

actividad de glutaminasa 

út v.l-t1to 

12. 1 
4. 3 
3.29 (8.2Sc) 

a La actividad se expresa como nmolas de glutamato formado/min/mg proteina celular 
b La actividad se determino a pH 8.1 y se expresa como nmolas deglutamato formado/ 

min/mg proteina del estracto celular. 
c Valor esperado de la mezcla de estractos. 
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Figura s. Crecimiento de las cepas 52BBC y CN10 en glutamlna como fuente 

de nitrogcno en diferentes condiciones acrobicas.A: 1/6 v/a, va volumen 
del modio, a• volumen del frasco. B: Sin agitar. 
Simbolos: e 52BIA o CN10 
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Figura 6, Crecimiento de la cepa CN10 en l!lutamina como fuente de 
nitrogcno en diferentes condiciones aerobicas.A: 1/2 v/a.B: sfn agitar 
Vª volumen del medio, a= volumen del frasco. 
Simbolos: • gln funte de nitrogcno, o gln+lisina. 
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U'> Tabla 10. Actividad de Transaminasn de glutamina de las cepas S288C y CN10 

en glutamina como fuente de nitrogeno en diferentes condiciones 
aerobicas. 

Condiciones S2BBC CNTO 
aerobicas 

gln gln+lisina \de inhibici6n gln gln+lisina \de inhibición 

1/6 v/a8 

N.o.IJ 175 rpm 6.07 N.O. 4. 1 N.O. N.O. 
112 v/a 
175rpm 8,24 l. 3 84 6.3 1. o 84 
Sin agitar 8.37 4.6 45 8.4 7.6 9.5 

a v/a Vª volumen del medio, ª" volumen del frasco. 
b'No determinado 
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Tabla 11. Actividad de Transaminasa de glutamina y w -amidasa en Nll4 + como 
fuente de nitrogeno. 

Cepas 

r/.1233 

glnl 
gln2 
gln3 
gln4 
glnS 

Transaminasn 
+DON 

8,37 

9. 1 

7.7 

7.4 

9.1 

de glutaminaª Actividad acoplada 
-DON 

b w -amidasa 

6.8 7. os 
6.3 4. 31 

17. 4 N.D. 

11. 38 1 , 8 

9.4 N.D. 

4.6 N.D. 

a La actividad se expresa como nmolas de a-cetoglutaramato/min/mg prot 
La actividad se expresa como nmolas de Nll4+ formado/min/mg prot 
Las condiciones de ensayo fueron glioxalato SmM, gln lOrnM 

trans gin 

··;·. 
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Tabla 12. Pozas intracelulares de diferentes metabolitos de las cepas S288C y 
CN10 en glutamina como fuente do nitrogeno 

Motabolito 

Glucosa e 
Piruvatcid 
a-cotoglutaratod 

0.741 
132. 9 

15.97 

CN10 

12.98 
42 
3.97 

de nitrogeno a Cultivada en gln como fuente 
Cultivada sin fuente de nitrogeno 

S288C 

0.03 
100 
76. 19 

c Concentración expresada como mg/mg de proteína del cultivo 
d Concentración expresada como nmolas/mg do proteína del estracto. 

Tabla 13. Actividad do Piruvato Kinasn de las cepas S288C y CN10 en glutaminn como 
fuente de nitrogcno. 

Cepas 

S288C 
CN10 

Actividadª 

4.45 
¡, 8 

a La actividad se expresa como ilmolas de piruvnto formado/min/mg prot. 
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Figura 7. Actividad de Piruvato Klnasa de la cepa SZBBC con diferentes 

cantidades de glutamina en el ensayo. 
100\ de actividad • 4.5 ,µ.molas depiruvato formado/min/mg prot 
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IO Flg.8 Aslmlloclon da Glutomlno en §. corovlsioe 

olanlna gluco~a 
+ 1 

á·cotoglutaroto 1 
+NH4 1 

l ·' -o~ gln---1----oln P1ruvato-otanol 

! glnana'-t-ra_n_s_oi_n_-w_·_a_m_ld_a_sa__,I u 02 

ª-' 
glu+NH4 C02 
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