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INTRODUCCION. - T

El nitrégeno es un elemento que forma parte de muchos compuestos
simples y de casi todas las mncromoléculns complejas de los seores
vivos; especialmente de las proteinas y 1los fcidos nucleicos. Los
microorganismos pueden utilizar una gran variedad de moléculas ni
trogenadas como Gnicas fuentes de nitrégeno celular. El1 amonio, el
"ficido glutfimico y l1la glutamina son las mcjores fuentes de nitrége
no. Existen algunos otros metabolitos que.constituyen fuentes de
nitrégeno secundarias; entre ellos sc¢ encuentran; los nitratos, ni
tritos, las purinas, las proteinas y muchos amino&cidos. El uso de
estos compuestos como fucentes dec nitrégeno, supone la sintesis o
éctivaci@n de enzimas catabélicas que los degradan hasta amonio,
la asimilacién de este compuesto di como resultado la sintesis del
ééido glutfmico y de la glutamina, intermediarios metabélicos, que
distribuyen su nitrégeno en la sintesis de aminofcidos, aminoazG-
cares, vitaminas, purinas y pirimidinas, compuestos que a su vez

participan en la sintesis de macromoléculas.

Asimilacibn de amonio - Biosintesis de ficido glutfimico y glutamina.

La asimilaci@n de amonio es un proceso mediante ¢l cual el amonio
proveniente del medio de cultivo o del catabolismo de compuestos
nitrogenados, es incorporado a esqueletos de carbono. En organis-
mos procariotes y en ceucariotes sencillos como Neuspoara crassa,
Asdperngillus, Saccharomyces ¢ Cand&dg; el amonio es asimilado prin
cipalmente a través de la deshidrogenasa glutfimica NADP- dependien

te (GDH-NADP). La acciébn catalizada por esta enzima, es una ami



nacién reductiva del @cido.a-cctpglut@rico:
NH4f + a cetoglutarato + NADPHi——Egﬂlﬂﬂgg} fcido glutfmico + NADP +

El 4cido glutfimico, en presencia de amonio, y ATP es convertido .en

glutamina, en una reaccién catalizada por la cenzima glutamino sin

tetasa (GS).
Acido glutfmico + NH, + ATP GS glutamina + ADP + Pi

En los organismos, existen por lo tanto dos enzimas capaces de a-
similar ci amonio: la GDH-NADP y la GS.

En 1970, Tempest y Col., reportaron la existencia de una ruta al-
ternativa para la sintesis de 4cido glut&mico en (Aerobacter aexro-
genes) Keebsiella aernogenes. Estos autores encontraron que cuando
K. aenogenes sc cultivaba en un quemostato limitado de amonio, 1la
actividad de la GDH-NADP disminuia considerablemente; por el con-
trario la actividad de glutamino sintctasa aumentaba. La incuba-
cién de extractos libres de células en presencia de glutamina,

a -~ cctoglutarato y NADPIH, rcsultaba ¢en una considerable sintesis
de gluﬁamato. La conclusién de estos autores fue que en 1imitaci§n
de amonio, la asimilaci6bmn de estc compucsto y la sintesis de 4cido

glutémico procedia por accidn de la glutamino sintetasa y de una

nueva enzima que se denominé glutamino-amido - 2 oxoglutarato ami
notransferasa (glutamato sintasa - GOGAT).
fcido glutémico + NH ¥ GS

4 - F ATP——=—»> glutamina + ADP + Pi



glutamina + o cetoglutarato + NADPH2 _EQEQI,.écido glutamico + NADP

Posteriormente, Meers y Tempest (1970) determinaron 1la presencia

de GOGAT en algunas otras bacterias. En todos los casos analizados,

se encontré que en limitacién de amonio, la GDH-NADP disminuia,

mientras que la GOGAT aumentaba. En Baciffus, donde aparcntementce

no se ha encontrado GDH-NADP, l1la sintesis de GOGAT era constituti

“va. BEn 1975, Senior recalizd estudios en quemostato donde compard

el funcionamiento de 1la viaGDH—GS VS GS-GOGAT en K.

aenogenes y
Eschenichia coli.

Sus resultados demucstran que c¢en K. aerogenes,

la glutamato deshidrogenasa se rTeprime durante 1la limitacién de ni
trégenc, mientras que la glutamato sintasa se induce.
A partir de los trabajos de Tempest, la GOGAT empez66 a ser cstudia

da en una variedad de microorganismos procariotes y eucariotes.
Asimismo,

la busqueda de csta cnzima cobrd importancia en siste-

mas como los vegetales superiores, en donde el papel de la GDH-

NADP era poco claro.
Uno de los aspcctos mas importantes en c¢l estudio de la GOGAT ha

sido el de definir cl papel fisiolbgico y la regulacibén coordinada

entre esta enzima y la GDH-NADP. En un principio se consideré, que

al igual que en K. aercogenes, el papel de esta proteina, seria el

de participar en la sintesis de-fcido glutfmico y en 1la asimila-

cibn de amonio, cuando este ultimo compuesto, sSe encontrara en con

centraciones limitantes. Sin embargo, el trabajo de algunos grupos

de investigacién ha demostrado que esta cnzima ademas cumple otras
funciones . (Calderén y Mora, .1985).



El trabajo que nosotros hemos desarrollado en Saccharomycesd cere-
visdiae, ha tenido como objetivo el estudio de.la participaciébn aii
ternativa de la GDH-GS y de la via GS-GOGAT en la sintesis de &aci
do glutfmico y cn la asimilacién de amonio.

A continuacién presentaré algunos aspectos de 1a regulacién y del

funcionamicnto de las vias GDH-NADP y GS-GOGAT en algunos microoxr

ganismos. : :

Asimilacién de amonio (GDH-GS VS GS-GOGAT).

a) Neurospora crassa. Uno de los microorganismos eucariotes en don
de se ha estudiado mas detenidamente la asimilaci@n de amonio,
ha sido Neunrospora crassa. Este hongo posee una glutaminé sinte
tasa compuesta por dos monbmero diferentes (a ¥y B), que poseen
diferente mobilidad clectroforética (Sanchez y Col., 1980). Los
monémeros ‘e ¥y B constituyen:difgrentes enzimas con formas tetra
mérica y octamérica respectivamente (Divila y Col., 19880). N.
crnassa, posce una deshidrogenasa glutfimica NADP- dependiente.
Esta cnzima es un hexfimero compuesto de monbémeros idénticos, ca
da uno estu constituido por 452 aminoicidos (Wootton y Col.,
1974). La actividad de esta ecnzima es mayor cuando el hongo se
cultiva en amonio o nitrato como fuentes de nitrégeno, y dismi-
nuye cuando ¢l fcido glutfimico o la glutamina sc prescntan como
Gnicas fuentes de nitrSgeno. Esta regulacién se lleva a cabo a
nivel de sintesis de la enzima (Hernfindez y Col., 1983).

La glutamato sintasa de N. cxrassa sc¢ ha purificado; esta enzima

se compone de un solo monomero con un PM de 200,000 (Hummelt y



Mora, 1980). El1 gene estructural (en (am) -2) ha sido identifi
cado’ (Romero y Divila, 1986). Mora y Col., (1987) han cncontra
do que esta enzih& se regula .negativamente por algunos cctofci
dos. Lomnitz y Col., (1987) han obtenido resultados que scifialan
que en N. carassa, la GDH-NADP cs 1la rosponsable de la sintesis
de fcido glutémico, tanto en limitacién como en exceso de amo-
nio. En este hongo, 1la actividad de la GDH-NADP es similar cuan
do el microorganismo sc¢ cultiva en limitacibébn o ecxceso de amo-
nio. Asimismo no sc obscrva que la actividad de GOGAT aumente
en limitacién dec amonio. Estos autores concluyen que la GDH-
NADP tiene una mayor capacidad pura asimilar amonio que 1a GS,
a pesar de que sec ha reportado que ¢sta Gltima posce una mayor
afinidad por amonio (Wootton, 1983). Los resultados obtenidos
por Lomnitz y Col., (1987) y Calderén » Mora (1985), les han
permitido proponer que la funcibédn principal de la GOGAT en N.
crnassa e€s la de reciclar parte del nitrbégeno orgénico dec gluta-
mina a glutamato, tanto cn limitacibén como ¢n exceso de amonio.
Sin embargo, los autores secfialan que esta funcibébn cobra particu
lér importancia en limitacifén de amonio, ya quec en esta condi-
cién, la GS, debido a su alta afinidad por amonio, podrfa asimi
lar este ﬁltimo compucsto muy c¢ficicntemente, lo cual podria re
sultar en una deprivacién de icido glutfimico. El papecl de 1la
GOGAT en estas condiciones seria el de reciclar la glutamina ha
cia glutfimico, evitando asi la deprivacion de este Gltimo amino
4cido y manteniendosc un nivel adeccuado de glutamato y glutamina.

La proposiciétn de Lomnitz y Col (1987), resulta muy importante,



1
ya que es el primer caso, en donde se le adjudica a la GOGAT
un papel difercnte al de 1la s@ﬁte;is de glutémico y asimilacién

de amonio en limitacién de este Giltimo compuesto.

Aspergiltlus nidulans. En este oxrganismo, 1los niveles de GDH-
NADP y de GS son regulados por 1la fuente de nitrégeno, de mang
ra similar a la descrita para N; crassa (Pateman, 1969).
Recicntemente se ha encontrade que estc hongo también posee agc
tividad de GOGAT (Kusnan y Col., 198?). Al igual que en N. caa
4s8a, la actividad de esta cnzima no varia cuando sc modifica la
fuente de nitrégeno. Estos autores proponen que ¢l papel de
GOGAT cen Aspergiflus ¢s ¢l de sintetizar fcido glutfémico en 13i
mitacién y en cxceso de amonio; sin embargo, la contribucibén a
la sintesis de glutfimico por cada una de las 2 vias (GDH-GS; GS

GOGAT) no ha sido determinado.

Eschenichia coli. Esta bacteria posce una deshidrogenasa gluté-
mica NADP dependiente, constituida por 6 cadenas polipeptidicas
identicas con un peso molecular de 50,000 (Sakamoto y Col., 1975).
La glutamino sintctasa de E. Cold pucde cxistir en dos formas
catéliticamente distintas que son interconvertibles. Esta enzi

ma est& compucsta por 12 subunidades, cada una de las cualcs

puede tener o no una molécula de f4cido adenilico. La adenilacién
disminuye su actividad y la hace sensible a regulaci@n alostérica

. por productos finales (Shapiro ¥y Col., 1968; Hening § Ginsburg,
1971).



La glutamato sintasa de E. Coli, esth compuesta por 4 dimeros,
cada uno formado por 2fsubgnidndcs difcrentes con pesos molecu
1;res de'1§5,000'y.5$,000‘(Miller & Stadtman, 1372). Los genes
estructurales de 1la subﬁnidad grande y pequefia han sido dcnomi
nados g&t B y gt DV respectivamente (Garciarrubio’ y Col., 1983).
Esto; genes han sido clonados (Lozoya y Col., 1983). Pahel ¥y
Col (1976) encontraron, que¢ mutaciones c¢cn ¢l genec g£& B, afecté
ban 1la biosintesis de GOGAT y simultancamecnte conferian el fené
lipo Nta~; cs decir, estas mutantes cran incapaces de utilizar
arginina y prolina como fucentes de nitrégeno. Asimismo, estas
mutantes eran incapaces de derreprimir la GS, cuando se cultiva
ban en limitacién de amonio (Brenchley y Col., 1973). Por otro
lado, Serv;n - Gonzfilez § Bastarrachca (1984). encontraron que
mutantes alteradas cecn g£& B eran incapaces.de activar el trans
porte de metilamonio. Estos autorcs han propuesto, que la sintg
sis del transportador de alta afinidad por amonio pudiera estar
regulado por el sistema Nir, esto explicaria el hecho de que mg
tantes g£4 B fucran incapaces de crecer ¢n bajo amonio.
Recientemente Castafio y Col (1988) han establecido la existencia
del operbn g£t BDF; este operdn comprende los genes que codifi
can‘para cada una de las 2 subunidades y un tercer gene cuyo
producto, parecec estar involucrado en la regulacibébn Nfa. Los re
sultados de estos autores indican que el fenotipo pleiotrépico
presentado por mutaciones en g€t B, se debia a un efecto polar

sobre g&t F. Cuando E. Cold se cultiva en limitacién de amonio,
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se encuentran niveles inducidos de GS desadenilada, mientras
que en exceso de amonio la GS se reprime y adenila. En estas
qondiciones la actividad de GOGAT no cambia (Miller § Stadtman,
1972). Senior (1975) realiz6 un cstudio fisiolégico sobrc 1la
participacién de la via GS-GOGAT en la asimilacibn de amonio
sintesis de glutémico, cuando E. Cofi se cultiva en limitacién
de amonio. Sus resultados seciialan, que en esta bacteria, la
GDH-NADP, participa en la asimilacién de amonio, aln en limita
cién de este compuesto, a diferencia de lo encontrado para
Keebsiella aenogenes y algunas otras bacterias (Meers § Tempest,
1970). Con respecto al papel de l1a GOGAT en E. Coli, Senior
(Senior, 1975) concluye que esta bacteria utiliza la GDH para
asimilar nitrbégeno en limitacién de amonio. De suerte que el pa

pel de la via GS-GOGAT en E. Co&{ aGn no ha sido determinado.

Bacillus subtiftis. En esta bacteria, la glutamino sintetasa, jue
ga un papel central en la asimilacibén de amonio, ya que en es-
te microorganismo no sc¢ ha detectado actividad de GDH biosinté
tica (Freesc y Col. 1964). A diferencia de lo descrito para E.
Coti, la GS de Bacillus no sc¢ rcgula por un sistcma de adenila
cién-desadenilacibn; c¢n este sistema, la GS se regula por 1la
fuente de nitrégeno y esti sujeta a inhibicién por glutamina y
por los productos finales del catabolismo de este aminoédcido
(Duel y Col., 1970; Duel § Prusiner, 1974). En este organismo,
la via de asimilacifén de amonio es la GS-GOGAT y mutantes al-

teradas cn GOGAT son auxotrofas de glutémico (Dean § Aronson,



e)

1980). La GOGAT se derreprime cuando la bacteria se cultiva cn
amonio o cn nitrato y sc¢ reprime en presencia de glutamato
(Fui Lin Pan § Coote., 1979) . La GOGAT de B subitifis esta cons
tituida por dos subunidades, codificadas por los genes g£t A

y g€t B (Desphande & Kane., 1980), estos genes han sido clona
dos (Bohannon y Col. 1985) y se¢ ha encontrado que las variacio
nes de la actividad de GOGAT e¢n respuesta a la fuente de nitré

geno se Tegulan a nivel de transcripcibn.

Bacterias_ fijadoras de nitrSgceno. AzospLnillum barasdiliense, sc

ha encontrado cn la rizosfcra de cicrtos pastos (Baldani § Do
kereiner, 1980) y ¢n los espacios intercelulares de las raices
de algunos cercales (Patriquin y Col., 1983). Sin embargo, su
participacién cn cl estableccimicnto de una verdadera simbiosis
es poco clara. Esta bacteria presenta actividad de GS-GOGAT y
GDH; algunos autores han considerado, que cuando este organis-
mo se cultiva en bajo amonio, la via de asimilaciédn de amonio

y sintesis de glutimico es la GS-COGAT, micntras que en alto
amonio funciona l1a via GDH-GS. Recicntemente, Westby y Col
(1987), utilizando nN13 como rastrcador metibolico, determina-
ron que en A. brasdilense, 1la via GS-GOGAT es la via primaria de
asimilacién cn alto y bajo amonio, y que la GDH juega un papel
secundario.

Rhizobium phasecoli. Esta bacteria forma asociacibén simbiética
con c¢l frijol. R.phascecoli, posce dos glutamino sintetasas (GSI y

GSII). Bravo § Mora, '(1988), han propuesto que cuando R.phaseoldl




se cultiva en vida libre, la.GSI y GSII se rvegulan de manera
_feciprbca. Cuando el cocicente a cetoglutardto/glutamina'dis-
minuye, la GSI se adenila. Cuando se inactiva la GSI, 1la GSII

se induce. La GSII también puede inactivarse, csto ocurre cuan
do se adicionan altas concentraciones de amonio, en estas con
diciones, las células excrctan amonio. En ceste organismo no se
detecta actividad de GDH. (Bravo § Mora, 1988). La actividad

de GOGAT varia dependicndo de la fucente de nitrégeno y de carbono
donde se cultive, algunos cectoficidos inhiben a esta enzima (Bra
vo & Mora, 1988). En R. Phaseo£i, por lo tanto, la via de asimi
lacién de amonio es la GS-GOGAT.

Practicamente, todos los organismos fijadores de nitr6geno que
han sido estudiados hasta la fecha, durante la fijacién de ni-
trégeno, asimilan amonio por la via GS-GOGAT (Brown, 1976; Klei
ner y Col., 19813 Nagatani y Col., 1971; Bravo y Mora 1988). Por
otro lado, existe evidencia que indica que la presencia de una
GDH activa es incompatible con la fijacién de nitrbégeno durante
la simbiosis (Osburnc y Singer, 1980; y Bravo y Col. 1988).
Recientemente, Kanamori y Col. (1987), han presentado cvidcncla
que indica que en Baci2lus polymyxa, ¢l amonioc se asimila por 1la
GDH, aGn en células que estén fijando nitrégeno. En B. polymyxa
la actividad especifica de la glutamato sintasa no varia con 1la
fuente de nitrdégeno, mientras que los niveles de GS y GDH si pa
recen regulados por la fuente de nitrégeno. Estos autores sugie
ren que la incapacidad de B. polymyxa para derreprimir la via
GS~-GOGAT en respuesta a una limitaciém de amonio, resulta desven

tajoso para esta bacteria cuando compite con otras bacterias fi



jadoras de nitrégeno. Baci{taq maceaansd representa un ejemplo
similar al de B. pofLymyxa (Kanamori y Col.; 1987) . Dado que B.
macerans f£ija . nitrégeno en anaerobiosis estricta, la utiliza
cib6bn de 1a GDH podr@a resultar conveniente, ya que implica un
menor gasto de ATP que 1la via GS-GOGAT (Kanamori y Col., 1987).
Resumiendo 1la informacién presentada, se podria decir, que en
microorganismos eucariotes como N. crassa y A. nidulans, tanto
la via GDH-GS como la GS-GOGAT, participan en la sintesis de
4dcido glutﬁmico. En procariotes existen organismos en los que
la GDH est& ausente y la Gnica via de asimilacidébn es la GS-
GOGAT (Bac<if£lfus subXifis); en otros cxisten claramente dos vias
que funcionan alternativamente: una opera ¢n bajo amonio (GS-
GOGAT) y 1la otra en alto amonio (GDH-GS) (Klebsiella aerogenes).
En E. Cofi se encuentran las 3 enzimas, pero el papel de cada
una de las vias es poco claro. En bacterias fijadoras de nitré-
geno, aparentemente la regla seria que durante la fijacién de
nitrégeno opera la via GS-GOGAT (Rhizobium, Azospinriffum). Sin
embargo, empiczan a aparecer algunas excepciones (B. macerans,
B. pofymyxa), en las que parece funcionar la via GDH-GS. Resul-
ta evidente, que ¢l trabajo publicado por Tempest y Col., cn
1970, abribé una linea de investigaciédn importante que ha permi
tido un mejor conocimiento dec¢ los procesos dec asimilacién de a-
monio’ y que ha puesto de manifiesto la gran versatilidad y plas
ticidad que tienen los microorganismos para adaptarse a crecer
en difcrentes condiciones fisiolégicas. -

A continuacién presentaré una breve descripcién de las vias de



asimilaci6bn de amonio en Saccharomyces cernevisdiae.
Al igual que en otros microorganismos, S. cexevisiae posee una

deshidrogenasa glutamica -NADP dependiente. El gene estructural

de esta enzima se ha denominado GDPHI; mutantes alteradas en

este gene, crecen con un tiempo de dpplicacién 1 hora mayor due

el de l1la cepa silvestre (Drillien § Lacroute, 1972). El creci-

miento que presentan estas mutantes sc debe a la operacibén de

la GOGAT y GS como una ruta alternativa para sintetizar fcido

clutfimico (Folch, 1986), y no a la participacién de la GDH-NAD,

como se habia propuesto (Grenson, y Col., 1974).
La actividad de la CGDII-NADP aumenta cuando la levadura se cul-

tiva en amonio como fuente de nitrbégeno y disminuye en presen-

cia de &acido glutdmico (Roon § Even, 1973).

Cuando 1la levadura sc depriva de glucosa, la actividad de GDH-

NADP disminuye.Mazon y Col . (1978), han encontrado, que esta dis

minucién se debe a una degradacibén dec la enzima. Por otro lado,
la GDH-NADP no sc¢ induce en mutantes que presentan una altera-
cién en la aconitasa y que por lo tanto no sintetizan a« -ceto-

glutarato (Gonzfilez y Col, 1985); csto sugiere que cl propio

a -cetoglutarato o algﬁh otro intermediario del ciclo de Krebs,

son moduladores positivos de la actividad de esta enzima (Gonz4

les y Col. 1985). La actividad de la GDH-NADP, tambi@n disminu-

ye cuando la concentracién intracclular de amonio aumenta, esta

disminuci@n en la actividad posiblemente se debe a la represién

de la sintesis de esta cenzima (Bogonez y Col. 1985).

El hecho de que la GDH-NADP disminuya al aumentar el amonio, se



ha interpretado como un meccanismo que impideila deplecién de

la poza de « ~cetoglutarato. ‘

La glutamino sintetasa de S..ceaeﬁiaiae, esta compuesta de
10-12 monomeros de un peso molecular de 43,000 Mitchell § Maga
sanick, 1983). El1 gene estructural de esta enzima, (g&n 1) ha
sido clonado (Conz&lez y Col., 1984). Los niveles de GS estén
regulados por la naturaleza de la fuente de nitrégeno en que se
cultiva la levadura (Dubois § Grenan, 1974) y se ha encontra
do que la induccibn de esta actifidad, corresponde a sintesis
de Nowvo. (Mitchell § Magasanick, 1983). Por otro lado, la ac-
tividad esté regulada por un sistema de inactivacién irreversi
ble, probablemente proteolitico (Mitchell § Magasanick 1984).
Se han identificado 3 sistemas rvegulatorios que controlan la
produccién de GS en S. cenevisiae; ¢l primero de ecllos respon-
de a los niveles de glutamina, y depende del producto de G&n 3,
el segundo, pertenece al control general de amino&cidos que aco
pPla la derrepresidn de varias cenzimas biosintéticas a la depri
vacién de aminoficidos, este sistema es mediado por GCN4, por @1
timo, el tercer sistema responde a limitacién de purinés (Mit-~
chell § Magasanick 1984).

En S. cerevdisiae se ha reportado la existencia de la actividad
de GOGAT (Roon y Col. 1974). Esta cenzima ha sido purificada a
homogeneidad y se ha encontrado que esti constituida por dos
subunidades, con pesos moleculares de 169,000 y 61,000. (Roon y
Col, 1974 ; Masters § Meister, 1982).

En S. cenevdsdae, 1la GOGAT ha sido poco estudiada y la activi-



dad de
ciones
(1986)
GOGAT:

trofos

esta enzima no parcce. variar al modificarse las condi
de cultivo (Roon y Col. 1982). Recicntemente, Folch

ha reportado el aislamiento de mutantes alteradas en
dobles mutantes altcradas en GDH-NADP y GOGAT, son anx§
de glutfmico (Folch (1986).
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OBJETIVOS

Uno de los aspectos mas interesantes sobre el estudio’ de la GOGAT,
ha sido la asignacién de su papel fisiol6égico. En microorganismos
que posecn GOGAT y GDH, los eostudios mas claros han sido los reali
zados en K. aexrogenes {(Senior 1975) y N. carassa (Lomnitz y Col.
%3%7). En el primer caso el papel de 1la GOGAT es el de asimilar
amonio en bajas concentraciones y en el segundo caso ¢l papel que
se le ha asignado 2 la GOGAT es ¢l de regular los niveles de glu-

tamico y glutamina.

En S. cenevisdiae, se¢ ha reportado, que en 1imitaci§n de amonio,

mutantes que carecen de GDH-NADP o de GOGAT, crecen con igual tiem
po de duplicacién que la cepa silvestre (Folch, 1986) por lo tanto,

se puede concluir que en esta levadura, la sintesis de glutfmico

Yy la asimilacibén de amonio en bajas concentraciones, puede correr

por cuenta de 1la via GS-GOGAT o de la via GDH-GS.
Los objetivos de este trabajo han sido los siguientes:

Determinar el papel fisiolégico de la GOGAT en exceso de-amo-

nio en S. cenevisiae.

Determinar algunos elementos de control que coordinan la ope

racién de la via GDH-GS VS GS-GOGAT cn exceso de amonio.

Primero se anexa una copia del trabajo titulado:

Coordinated Regulation of Ammonium Asimilation and Carbon.Catabo-



lism by.Giyxylate in’ Saccharomyces cerevisdiae.

Después se presentara una seccién de RESULTADOS, donde se inclui-
ran experimentos adicionales que’a@n no han sido publicados. Fi-

nalmente en la Gltima parte se prcsentaré una DISCUSION global de

los resultados incluidos en el trabajo publicado y en esta ﬁ@sis.
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Coordinated Regulation of Ammonium Assimilation and Carbon Catabolism
by Glyoxylate in Saccharorriyces cerevisiae
By ALICIA GONZALEZ.* LAURA RODRIGUEZ,
JORGE FOLCH, MARIO SOBERON anp HIRAM OLIVERA
Centro de Investigacion sobre Fijacion de Nitrdgeno, UNAA, Departamento de Biologia
AMolecular de Plantas, Apartado Postal 565-A, Cuernaraca, Morelos, México

(Receivred 29 December 1986, revised 24 Afarch 1987)

The activities of citrate synthasce (EC 4.1.3.7) and NADP*-dependent glutamate dechydrogen-
ase (GDH)(EC 1.4.1.4)ol Saccharomyces cererisiac were inhibited in vitro by glyoxylate. In the
presence of glyoxylate, pyruvate and glyoxylate pools incrcased, suggesting that glyoxylate was
cfficicntly transported and catabolized. Pyruvate accumulation also indicates that citrate
synthase was inhibited. A decrease in the glutamate pool was also observed under these
conditions. This can be attributed to an increased transamination rate and to the inhibitory
effect of glyoxylate on NADP*-dependent GDUH. Furthermore, the increase in the ammonium
pool in the presence of glyoxylate suggests that NADP*-dependent GDH was being inhibited in
rive, since the activity of glutamine synthctase did not dcerease under these conditions. We
propose that the inhibition of both citrate synthase and NADP*-dependent GDH could form
part of a mecchanism that regulites the internal 2-oxoglutarate concentration.

INTRODUCTION

NADP*-dependent glutamate dchydrogenase (GDH) catalyses the synthesis of glutamate
from ammonium and 2-oxoglutarate (Holzer & Schneider, 1957). Ammonium is derived from
the metabolisin of nitrogenous compounds, or from the medium, and 2-oxoglutarate from
carbon metabolism. Thus, ammonium assimilation constitutes the metabolic process in which
carbon and nitrogen metabolism meet, and NADP*-dependent GDIH is the enzyme that links
these two metabolic pathways. It has been proposed that in Saccharormyces cerevisiae, 2-
oxoglutarate, or some other intermediate of the tricarboxylic acid cycle, modulates NADP*-
dependent GDH activity (Gonzilez ef al.. 1985). Furthermore, it could be expected that
fluctuations in the intraccllular levels of intermediates of the cycle couid in turn regulate the
activity of the NADP*-dependent GDIH. Thus, regulation of the tricarboxylic acid cycle could
have a direct effect on NADP*-dependent GDH activity and thercfore on ammonium
assimilation. This mechanism may constitute a regulatory link between these two metabolic
pathways, which could determine the amount of 2-oxoglutarite and ammonium that can be
assimilated in a given physiological condition,

It has been shown that cells of Lscherichia coli growing on glyoxylate contain much lower
lcvels of citrate synthase than similar cells growing on acctate (Kornberg, 1966), suggesting that
this compound could modulate the operation ol the ticaboxylic acid cycle by regulating the
levels of citrate synthase. Furthermore, since the mctabolism of glyoxylate through the
dicarboxylic acid cycle docs not produce 2-oxoglutarate, it would be expected that in the
presence of glyoxylate, intraccllutar 2-oxoglutiarate levels would be decreased, and that this
would afTect the activity of 1the NADP*-dependent GDH and thus ammonium assimilation. We

Abbrerviations: GDH. glutamate dehydrogenase: MM, minimal medium.

0001-3902 © 1987 SGM
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studied the effect of glyoxylate on citrate synthanse and NADP *~dependent GDH in S. cerevisia.
in order to determine whether this 2-oxoucid could play a role in the regulation of carbon ane
nitrogen metabolism.

METHODS

Strain and growth conditions. The wild-type strain S288C (AfATa mal gal2) was oblained from the Cold Sprin;
Harbor Laboralory, NY, USA. Cells were roulinely grown on minimal medium (MM) containing salts, trec.
elements and vitamins following the formula of Difco Yeast Nitrogen Base. Glucose (224, w/v) was used as carbo:
source and 40 mM-(N1,),SO, as nitrogen source. Glyoxylate or pyruvate were added to the cultures, 2

iatc, as sutoclaved solutions. The cultures were incubated at 30 °C with agitation. Cells wer.
grown on YPD medivm comprising 124 (w/v) ycast extract (Difco), 2% (w/v) pcptone (Difco) and 2% (w/v
glucose, until they reached stationary phasc: they were then washed and resuspended in MM. These suspension
were used to iuucul.uc cultures to an OD, < of 0-05.
and determination of intracellular metabolites. For the estimation of 2-oxoglutarate, pyruvate an
glyoxylate, extracts were preparsed as described by Kang ef a/. (1982). Ammonium was extracted by the method o
Tempest of al. (1970) and Tachiki et af. (1981). The rations of and 2 glutarote wes
determined with beef GDH by following NADH oxidation at 340 nm (Dubois e al., 1974) Pyruvatn
concentration was determined with beef lactate dehydrogenase by following NADH oxidation at 340an
(Bergmeyer, 1963). Glyoaylate was determined by the method of Tribels & Vogel (1966).

Amino acids were cxtracted and determined as described by Gonzdlez e7 af. (1983). For enzyme determinations
soluble extracts were prepared by grinding whole cells, suspended in their corresponding cxtruction buffer, witl
gliss beads in a Braun celt disruptor, Citrate synthase (EC 4.1.3.7), NADP -dependent GDH(EC 1.3.1.4)anc
glutamine synthetase (FC 6.3.1. 2} were assayed by the methods of Parvin (1969}, Doherty (1970) and Ferguson é
Sims (1974) respectively. Protein wis determined by the Lowry method, using bovine serum albumin as standasd

Chemicals. All 2-oaovacids, beef GHID, beef lactate dehydrogenase and bovine serum albumin were obtainec
from Sigma.

RESULTS AND DISCUSSION
Effect of glyoxylate on citrate synthase aclivity

Citrate synthase trom cells grown on MM for 6 h was inhibited by glyoxylate but not pyruvate
(Fig. 1). In order to study whether the inhibition of citrate synthase could alter the carbon flow
through the tricarboxylic acid cycle we determincd the intracellular content of 2-oxoglutarate. In
glyoxylate-treated cclls 2-oxoglutarate levels were 4-fold higher than in cells incubated in MM
without glyoxylate; glyoxylate-treated cells had almost 30-fold higher glyoxylate levels than
those from the untreated culture (Table 1). This could be explained by assuming that the
utilization of 2-oxoglutarate by NADP*-dependent GDH had diminished. It has been proposed
that the catabolism of glyoxylate through the dicarboxylic acid cycle can result in the production
of pyruvate (Kornberg, [¥66). I this were the case, the increasc in the pyruvate pools could shift
the endogenous glutamaie pools towards transamination, which would result inancreased levels
of 2-oxoglutarate. The pyruvate Ievel in glyoxylate-treated cells was 14-fold higher than cells in
MM (Tablc 1).

et of sehvonviate on nitrogen assimilaiion

Since a decrease an NADP -dependent GDDHL activity would result in ammonium
accumulation, we measurcd the amount of ammonium present in glyoxylate-treated and
untreated cells. Ammonium levels were 2-8-fold higher in glyoxylate-treated cells (Fig. 2a). This
accumulation could b attributed 1o o deercase in ammonium assimilation through NADP*-
dependent GDH or through glutamine synthetase, Since the activity of the latter enzyme
reached values 4-fold higher in glyoxylite-treated celis than in control cclls (Fig. 3), ammonium
accumulation can only be the result of decrcased NADP<*-dependent GDH activity.
Furthermore, the rise in glutamine synthetase activity (Fig. 3) was accompanied by a decreasein
the ammonium pool that had accumulated, suggesting that under these conditions ammonium
assimilation proceceded through glutamine synthetase. As a control, we determined the effect of
the addition of pyruvate instead of glyoxylate. The ammonium pool in the pyruvate-treated cells
was very similar to that in the control culture (Fig. 256). 2-Oxoglutarate levels were similarin cells
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Fig. 1. Effect of glyoxylate (@) and pyruvate (O) on citrate synthase. Activity was assayed in vitro. The

activity corresponding to 100% was 4-7 U (mg protein)~!. Resulta shown are representative of at least
three determinations; variation was S to 10%.

Fig. 2. Effect of glyoxylate and pyruvatle on ammonium ion pools. (¢) Cells were grown in MM for2 h;
the culture was then divided and 20 mM-giyoxylate (O) was added to one half’; the rest of the culture was
left untreated (@), Ammonium pools were then determined. {(h) Cells were treated ns in (@), but hall the
culture was treated with 20 mM-pyruvate (O) instead of glyoxylate; the other half was again untreated
(®). Results shown are representative of at least three determinations; variation was 5 10 109,

Table 1. Intracellular pools of 2-oxoacids in S. cerevisiae treated with glyoxylate or pyruvate

Cells were grown in MM for 2 h; the culture was then divided, and half was treated with 20 mm-
glyoxylate; the other half was left untreated. In a scparate experiment cells were treated with 20 mMm-
pyruvate instead of glyoxylate. After 20 min, samples were removed from both cultures, the cells were
washed with MM and extracts were prepared and assayed as described in Methods. Results shown are
means of three deierminations;values in parentheses show variance of the mean.

2-Oxoacid content [nmol (mg proiein)-*)

- ~

2-Oxoacid MM MM + glyoxylate MM + pyruvate
Glyoxylate 1161 (1-43) 326-60 (288-80) 900  (0-66)
Pyruvate 51-44 (10-52) 758:30 (972-:20) 325-00 (316:67)
2-Oxoglutarate 920 (0-24) 39-43 (11-61) 973  (0:3))

in MM with and without pyruvatec (Table 1), These data indicate that glyoxylate negatively
modulates NADP*-dependent GDH, whereas pyruvate does not. Glyoxylate inhibited
NADP*-dependent GDH activity in vitro while pyruvate did not (Fig. 4). This suggests that
inhibition of NADP+*-dependent GDH by glyoxylate provides a mechanism which compensates
for the decrease in carbon flow due 10 the inhibition of citrate synthase by glyoxylate. This
mcchanism could play a role when poor carbon sources such as acctate are provided, since in
thesc conditions, the activity of 2-oxoglutarate should be strictly regulated. In this regard, it has
been reported that the enzyme.  ich participate in glyoxylate synthesis arc induced in acetate-
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Fig. 3. Effect of glyoxylatc on gl h ific activity. Cells were grown in MM for 2 hs
the culture was then divided and 20 mu-xlyaxylale (©) was added toonc half; the rest of the culture was
left untreated (@). Glutamine synthetuse nclwuy was then determined. Specific activily is cxpressed as
umot  y-glutumyl hydroxaumnate produced min~* {tmg protein)-!' ar 30°C. Results shown are
representative of at least three determinations; variation was 5 to 107

Fig. 4. Effectof glyoxylutc (@) and pyruvate (O) on NADP*-dependent GDH. Activity was assayed in
vitro. The activity corresponding to 1009, was 59 U (mg protein)~?. Results shown are represcntative of
at least three determinations; vasiation was 5 to 10%%.
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Fig. 5. Effect of glyoxylute on amino acid pools. Cells were grown in MM for 2 h: the culture was then
divided and 20 mM-glyoxylate was added to one half (B3: the rest of the culture was left untreated b
Amino acid pools (@, glutamale; O, Flutamine: &, a inc: A, ine) were then determined. Results
shown are sepresentative ol at least three determinations; variation was § to 1094,

grown cells (Gosling & Dugusan, 1971). It has also been suggested (Bogonez ¢r a/., 1985) that
under certain physialogical conditions, changes in the NADP*-dependent GDH activity
provide control over the rate of 2-oxoglutarate utilization, resulting in the maintenance of a
minimum pool of this 2-oxouacid. It is worth noting that strain S288C grew cqually well with or
without glyoxylate (data not shown), indicating that carbon and nitrogen flows were being
coordinately regulated, thus allowing the maintenance of the same growth rate.
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Effect of glyoxylate on nitrogen distribution

Amino acid analyses were done on glyoxylate-treated and untreated cells. The glutamate pool
dccreasg s very rapidly after glyoxylate addition, whercas in MM it remained almost constant
(Fig. 5). At the same time, the alanine and glycine pools rose in the presence of glyoxylate. These
results suggest that the glutamate amino nitrogen is being distributed through transamination.
Furthermore, in glyoxylate-trecated cells, the intraceliular concentration of glutamine decreased
and then increased slightly (Fig. 55), suggcsung that the increases in alanine and glycine pools
could also be duc to the functioning of glutamine transaminuse, since this cnzyme uses pyruvate
and glyoxylate as substrates (Scberon & Gonziler, 1987). These results indicate that high
intraccllular concentrations of 2-oxoacids cause channclling of glutamate and glutamine
towards transamination. This results in a decreased glutamine pool which allows glutamine
synthetase activity to increase (Fig. 3) and increases ammonium assimilation through the
glutamine synthetase- glutamate synthase pathway (Tempest ef al., 1970). As judged by amino
acid accumulation and growlh, total ammonium assimilation was not diminished in glyoxylate-
treated cultures (Fig. 5). Our results indicate that the deerease in NADP*-dependent GDH

activity is duc to the inhibitory ¢ffect of glyoxylate and that this 2-oxoucid effects coordinate
regulation of carbon and nitrogen metabolism.

“The authors are grateful to Gloria Soberon, 1rene Castado and David Romero for their critical review of the
manuscript, to Jaime Mora, Guillermo Davila and Edgardo Escamilla lor their enthusiasm and criticism

throughout this work, and to Lucila Lulo for secretarial assistance. This work was supported in part by a grant
from Fondo de Estudios ¢ Investigacion Ricardo J. Zevada.
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RESULTADOS.

"ﬁfééfo:éei:giioiiléiongdﬁfé‘Ia‘ﬁidsinteéis:de'écido glutlimico.

Los feSultados ‘que se presentan en el articulo anexo, indican que
cuando se adiciona glioxilat? a un cultivo de la cepa silvestre,
1a GDH-NADP. se ‘inhibe dando como resultado la acumulacién dintra-
celular de.amonio. Al mismo tiempo, las pozas de glutamato y glu-
tamina disminuyen; esta disminucién, puede atribuirse a dos facto
res, por un lado, al incremento cn la transaminacibn de glutémico
Y glutamina, producido por 1la e;evacién de a-cetoficidos, que se
présenta debido a 1la adicibn de glioxilato y por otro a la inhibi
cién de 'la GDH-NADP. La disminucién en la poza de glutamina permi
te la induccién de la glutamino sintetasa, que ahora es capaz de
asjimilar ¢l amonio que se habia acumulado. Bste.resultado sugiere
que en'esta condicidén, 1la via de asimilacién de amonio y de sinte :
sis de fcido glutfmico que pudiera operar serfia la via GS-GOGAT.
En el art@culo se presentan las pozas de glutémiso, glutamino.,, gli
cina .y alanina que se cncuentran 30 y 60 minutos despues de la a-
dicibébn de glioxilato. Sin embargo, si uno dectermina las pozas de
estos aminofcidos algunas horas despues de haber adicionado glioxi
lato, se encucntra que 1la conccntraci@n intracelular tanto de glu-
tfimico como de glutamina nuevamente se eleva (Fig. 1A). La tabla 1
muestra que la concéntracién intracelular de¢ glioxilato permanece
elevada aun 6 horas despucs de haber adicionado este comppesto..Por

lo tanto en'lesta condicién la GDH-NADP h@n debe estar inhibido..



Estos datds.indicgn'qpe'lg resintesis qe glutamico probablemente
ocurrio por daccibén de la GOGAT. EIAhgmentovenflq poza de glutami-
no-coincide con el aumento en la actividad de glutamino sintetasa
(Fig. 2), 1a cual disminuye 3 horas después, cuando 1la poza de
glutamina. alcanza niveles elevados. Por otro lado, las pozas de
glicina y alanina también se clevan debido a la alta concentracibn
intracelular de pirQGvico y glixilico. (Tabla 1). Esta tabla, tam-
'bién muestra las pozas intracclulares de a-cetoglutarato; como se
puede apreciar, la concentracién de este compuesto se e¢leva 20
minutos despues de la adicién de glioxilato, recuperando su nivel
basal horas mas tarde. Este dato indica que en presencia de poza;
elevadas de glioxilato, el a-cetoglutarato se consume; posiblemen
te por accién de la GOGAT. En virtud de que tenemos evidencia pa-
ra suponer que la inhibicién de la GDH-NADP por glioxilato pudige
ra ser de tipo competitivo, es importante notarﬂque durante la e-
levacién de ‘la poza de glutamico los niveles de glioxilato son S52-
veces mayores que los de a-cetoglutarato.

La Fig. 1B muestra las pozas de glutamico, glutamino.y alanina que
se encuentran cuando no se adiciona glioxilato (La poza de glicina
no fué detectable).

Los resultados hasta aqui presentados, indican que cuando S. cexne-
visdiae sc cultiva cn presencia de glioxilato, la via de asimilacién
de amonio y de sintesis de glutfmico es la GS-GOGAT. Cabe enfatizar
que en los experimentos descritos, las células se encontraban en
medio minimo contenicndo glucosa (2 %) y a este medio se adicionaba

el glioxilato. Como se presenta.en el'art@culo, el glioxfilato inhi-



be a la citrato sintasa y en esta condicién, el flujo del carbo-
no proveniente de la glucosa disminuye, como 1lo evidenc@a la acu
mulacién de piruvato (Tabla 1). En estas condiciones el metabolis
mo de glioxilato pudiera ser el responsable del aporte enérgético
requerido por las células. Es decir, el ciclo de ficidos tricarbo-
x@licos_jugar@é su papel dual como generador de energia y de inter
mediarios. ﬁn esta circunstancia el funcionamiento de la via GS-
GOGAT y no de 1la via GDH-GS, pudiera constituir un mecanismo para
proteger la poza de a-cetoglutarato (ver discusibén). Tomando en
cuenta estas consideraciones decidimos hacer un an4lisis de las
v@as-de asimilacién, cuando la fuente de encrgia fuesec algun meta
bolito no fermentable que alimentara el ciclo de &cidos tricarboxi
licos.

Efecto de¢ '1la fuente d¢ carbono ‘sobre las enzimas que participan en

la asimilacién de amonio.

Con el fin de analizar el papel de la GOGAT cuando S. cenevdisdae
se cultiva en exceso de amonio, en presenciA de fuentes de carbono
no fermentables, se cultiv6é la cepa silvestre S288C en 2 % de eta
nol como fucnte de carbono.

En la Fig. 3, sc observa que las actividades de GDH y GOGAT son si
milares tanto en etanol como en glucosa; sin embargo, en etanol se
observa un aumento hasta de.'S. veces en la actividad de GS. Con res
peccto a la encontrada cen glucosa. Estos datos sugieren que la aéti

. vidad de GDH pudiera estar inhibida ﬂin vivof Y que esto resultara



en una disminudién deila poza qe‘glutqminq permitiendo 1la indpc-
cibn de ia GS y posiblemente ‘la operacibn de, la vial GS-GOGAT.

La Fig. 4 (AB), muestra ¢l crecimiento de la cepa silvestre

(S288C) y de 1la mutante 8-A, que carece de GDH-NADP (Folch 1986).

Como se puede obser?ar, ambas cepas crecen igual cuando se utili-
za etanol como fuente de carbono, (Fig. 4B),

mientras que en glu-
cosa (Fig. 4A),

1la cepa silvestre crece considerablemente

mejor
que la mutante. La Fig. 4 (C),

muestra las actividades de¢ GDH en-

contradas para las dos cepas en etanol, se¢ puede apreciar que 1la

cepa silvestre posce una actividad que es hasta 80 veces mas ele-
vada que la encontrada en la mutante. La actividad de GOGAT es si
milar en ambas cecpas (Fig. 4 D). Estos datos sugieren que en eta-
nol-amonio, la GDH de laicepa.silvestre pudiera estar inhibida "in vivo®

Con el £fin de analizar este fenSmeno mas detenidamente, cultivamos

a la cepa silvestre y a la mutante 8A (GDH ), en exceso de amonio

con acetato como fuente‘de carbono. La Fig. 5(B) muestra que est;s
cepas presentan un crecimiento similar en acetato. Sin embargo, a
diferencia de 1o que ocurre en ctanol, 1la actividad de GDH en 1la

cepa silvestre esté muy disminuida (Fig. 5 C); las actividades de
GOGAT son menores a las encontradas en glucosa Tabla 2, esto podria
sugerif que en esta condicién el flujo de a-cectoglutarato hacia la
sintesis de glut&mico es menor que en glucosa. Estos datos indican
que cuando S. cerevdisdae se cultiva en una fuente de carbono no fer
mentable la GDH, no juega un papel importante en la asimilacién de

amonio’.

La Fig. 6, muestra las curvars Ade crecimiento de la cepa silvestre



$288C y de 1la mutante GDH en limitacién de glucosa, como se pue
de apreciar, ambas cepas presentan un crecimiento similar, este
comportamiento sugiere que en esta condicién la GDH tampoco juega ~

un papel importante cn la asimilacién de amonio.

Efecto ‘de algunos cetoficidos “sobre 'la ‘actividad de GDH-NADP.

En la Fig. 7 (A) sc presenta el cfecto de algunos cetoficidos so-
bre la actividad de 1a GDH-NADP. Como se puede ver el glioxilato

y €l malato son los inhibidores mas fuertes, mientras que ¢l
oxaloacetato, el isocitrato y el succinato ocupan una posicién in
termedia el piruvico no inhibe. Estas inhibiciones se obtuvieron
disminuyendo la concentracién de a-cetoglutarato que sc utiliza pa
ra el enséyo (ver pié de figura). La Fig. 7 (B) presenta las inhi-
biciones que se observan cuando se utiliza 1la concentraci@n habi-
tual de a-cetoglutarato. En este casb, el glixilato es nuevamente
el mejor inhibidor, mientras que el milico, succinico y oxaloacetico
inhiben a concentraciones mas elevadas; en esta condicién el isp
citrico inhibe muy poco y por supuesto el pirurato no inhibe. Estos
datos sugieren que la inhibicién que producen estos cetoicidos pu-

diera ser de tipo competitivo.



Tabla 1, Pozas intracelulares de a-cetoicidos en

la cepa silvestre S288C tratada con glioxilato.

glioxilato piruvato a-cetoglutarato
Mu T° 14.99 68.40 12.69
20! 11.61 51.44 ‘ 9.61
60" 12,00 55.94 9.30
3H 444 15.20 16
6H 472 : 4.67 200
MM + glioxilato
20" 326.60 758.30 42.39
60* 532.12 1500.00 25.32
3H 264.11 940.00 18.84
6H 125.83 820.00 3.96

Las cclulas se incubaron durante 2H en MM (T°); posteriormente el cultivo se dividid,
y 1a mitad se trato con glioxilato (20mM). A los diferentes tiempos se tomd muestra de
ambos cultivos, las celulas se lavaron con MM y los extractos se prepararon como se
describe en Métodos (Articule).



Tabla 2. Actividad especifica de GOGAT en la cepa silvestre

5288C y en la mutante 8A (GDH-NADP) cultivadas en acetato.

5288C 8A
012 .018

Las celulas se cultivaron durante 30H en MM + 2 % de acetato
de potasio. La actividad de GOGAT se determinb, siguiendo el

metodo de Roon y Col. (1974),

-
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Fig. 1. Efecto de glioxilatg sobre las pozas de aminoAcidos. Las cAlulas se crecieron’
en MM durante 2H (T°). Posteriormente, el cultivo se divill .6 y la mitad se tratd
con glioxilato (A), la otra mitad no se traté (B). .



Glutamino Sintetasa

Lo ]
s
1

Actividad Especifica

Tiempo(h)

Fig. 2.- Efecto de glioxilato sobre la ac.ividad gspecifica de la glutamino sintetdsa. Las
células se crecieron en MM durante 2H (T"); posteriormente, el cultivo se dividib
y la mitad se trato con gliox{lato (o), la otra mitad no sufrif tratamiento (»).
A difercntes tiempos se tomaron alicuotas y se determiné la actividad de glutamino
sintetasa (Metodos Articulo). La actividad especifica se cxpresa como umolas de a-glu

tamil hidroxamato producidas/min/meg Proteino.



Act. Especlfica
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A

GDH~ NADP

1
18 24

12 18 24 12
T(horas) T(horas)
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Fig, 3.- Actividad especifica de GDH-NADP, GS y GOGAT. La cepa silvestre se cultivé en

e

MM glucosa (o) y MM etanol (s) a diferentes tiempos se tomaron muestras para
determinar la actividad de estas enzimas. La GDH-NADP y la GS$ se determinaron
seglin métodos (Articulo); y la GOGAT, siguiendo el método de Roon y Col. (1974).
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Actividad Especcifica
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A Crecimiento B Craclmlonto GOH
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Fig. *.- Crecimiento, act1v1dad especifica de GDH-NADP y

GOGAT en la cepa silvestre S288C (s) Y. en la mutante

8A (GDi- NADP ) (o).
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Fig. 5.- Crecimiento y actividad de GDH-NADP en

y en.la nutante 8A (GDH-NADP ) (o).

la cepa silvestre 5288C (o)
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Fig. 6.- Crecimiento de la cepa silvestre 5288C y de la mutante
8A (GDH-NADP ) en cultivos limitados alimentados de
. ui glucosa (.03um/ml/h).




3. de Inhibicibn

© Glioxilato A Succinato
O Malato 0 Isocitrato

A Oxaloacetato B Piruvato

| L
25 50 75 25 50 75

Concn. (mM) Cetodcidos Concn. (mM) cetodcidos

Fig. 7.- Inhibici6n de la actividad de GDH-NADP por diferentes cetodcidos.
A.para el ensayo de 1a GDH-NADP, se utilizd 5 veces menos
a-cetoglutarato que en B.



DISCUSION | . | :

i
‘Cuando una levadura se cultiva en aerobiosis el ciclo de 4cidos
tricarboxilicos constituye la etapa final dec 1la oxidaci@n de es-
queletos de carbono. Este ciclo cumple el papel dual de propor-
cionar energia e intermediarios metabSlicos. E1l a-cetoglutarato
es uno de los intermediarios mas importantes que se producen co
mo rTesultado de 1la operacién de este ciclo. Como se menciona en
la Introduccién, la deshidrogenasa glutimica -NADP dcpendicente,
cataliza 1la sintesis de &cido glutamico a partir de amonio y
a-cetoglutarato. Por lo tanto, la asimilacibébn de amonio, constitu
ye el proceso metab6lico en donde sc reuncn cl mctabolismo de ni-
trégeno y de carbono. En virtud de que en ciertas condiciones f3i
siolbégicas, el ciclo de 4cidos tricarboxilicos representa el me-
canismo m&s importante para la produccibn de energia, es evidente
que la utilizacién de los intermediarios que se producen durante
su funcionamiento, debe ser finamente regulada. Es decir, la natu
raleza ciclica de esta via metabélica no permite la utilizacién
excesiva de intermediarios, sin que c¢sto resulte en una disminucién
severa de la produccién de ecnergia.
En esté trabajo se han prescntado evidencias que indican que el
glioxilato es un modulador negativo de la citrato sintasa y por lo
tanto un modulador del flujo y de 1la concentracién intracelular de
intermediarios del ciclu. El catabolismo de glixilato procede por
el ciclo de #fcidos dicarboxilicos. En este ciclo participan 1las

siguientes enzimas: malato sintasa, malato deshidrogenasa, fosfopi



-ruvato carboxiquinasa, piruvato qyin§§g y.piryvato deshidrogenasa,
durante el funcionamiento de'c;te'ciclp,'se coﬂ;pmc glixilapo Y .
se regenera acetil CoA(Kornberg, 1966). En presencia de glucosa,
la actividad de casi todas las enzimas que participan en ¢l ciclo
del glioxilato no disminuye particularmente, inclusive la activi
dad de la malato deshidrogenasa es considerablemcente alta (Polakis
§ Bartley, 196S5).. Solamente la ‘actividad dec¢ la malato sintasa dis
minuye considerablemente (Polakis § Bartley, 1965). Esta enzima
cataliza 1la condensacién de acetil CoA y glioxilato, produciendo
sc¢c malato. En cstas condiciones, la inhibicién de 1la citrato sin
tasa por glioxilato podria resultar en una elevacién de la concen
tracifn de¢ acetil CoA, que permitiera la sfintesis de malato, aGn
en prescncia de una baja actividad de malato sintasa. La inhibi-
cién de la citrato sintasa, seguramente Tresulta en una disminucibn
en ¢l flujo a traves del ciclo de Krebbs y por supuesto en una
disminucién de intermediarios. E1l hecho de que el glioxilato tam-
bién reduzca la utilizacibén de a-cctoglutarato al inhibir a 1la
GDH-NADP, podria versc como un mecanismo para equilibrar el consu
mo ¥y la produccién de este intermediario, de tal forma que se pPre
servara el funcionamiento del ciclo de 4cidos tricarboxilico, que
en estas condiciones e¢s ¢l provecdor de energia. Nuestros datos a
peyan la hip6tesis de que en estas condiciones la asimilacién de
amonio y. la sintesis de acido glutﬁmico corren por cuenta de la
Via GS-GOGAT. Dado que la GOGAT es una enzima de alta afinidad Y
poca capaCidad esta propousicidn parece razonable.

Las consideraciones que hemos presentado, nos han permitido propo
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ner, que cuando S. ceneviqiqe se cyltivq en fuentes de carbono

né fermentables, condicién fisiolbégica, cn doﬁdc‘el ciclo de'é
cidos tricarboxilicos es el proveedor principal de energia e ii
terﬁediarios, el glutamico sc sintetiza via GOGAT, ya que la GDH-
NADP, enzima de alta capacidad, podria depletar la poza de a-cetgo
glutarato, interrumpiendose asi el aporte de energia e intermedia
rios. Nuestros datos indican que este podria ser el caso, ya que
una mutante alterada en la actividad de GDH-NADP, presenta un
tiempo de duplicacibén igual al de la cepa silvestre, cuando ambas
se cultivan en etanol o acetato. La actividad de GDH en 1la cepa
silvestre cultivada en etanol es elevada; sin embargo, el hecho
de que en esta condicién esta cepa crezca igual que 1a mutante
GDH™ nos permite suponer que esta actividad pudiera estar inhibi
da £n vivo. Arreguin & Kappeli (1987), han encontrado que en pre
sencia de etanol, la actividad de l1la malato deshidrogenasa aumenta
considerablemente; este aumento podria resultar en un incremento
de la poza de oxaloacetato, que hemos encontrado inhibe a la GDH-
NADP. Por otro lado, cn esta condicién, también se aumenta 1la ac
tividad de 1la isocitrato liasa y malato sintasa (Gonzélez, 1877)
que dan como resultado la sintcsis de glioxilato y suceinato que
también inhiben a la GDH-NADP. En acetato la actividad de 1la GDH-
NADP esti reprimida, y en esta condicibén es claro que 1la via
GS-GOGAT seria la responsable de asimilar amonio y sintetizar glu
t@mico. Sin embargo, es interesante observar que en esta condi-
cién la actividad de GOGAT es L.ja. Esto podria sugerir que esta

disminuci@n en GOGAT pudiera formar parte del mecanismo de protec



ci@n de. 1la poza de,a-cetoglytqrgtdu gn relgci@n q_lq ngtgralezé
del efector que Teprime la gctividq@ de ‘la  GDH-NADP, Bogonez:y 'Gol.
1985) han reportado que en acetato,. la GDH-NADP se rcprime debido

a una acumulacién cxcesiva de amonio’, que de ser asimilado, deple
taria la poza de a-cetoglutarato.

Aparentemente, existen diferentes mecanismos que mantienen baja

la actividad de GDH-NADP; en etanol se inhibe y en acetato se rTe-
prime. Esta diferencia resulta interesante, ya que cuando S. cexre
vislae se cultiva en glucosa, el etanol que sc produce por fermen
tacifén, es excretado al medio y posteriormente es utilizado. En
esta‘condicién, la inhibicién de 1a GDH-NADP por el propio etanol
permitiria una adaptacién ripida a esta nueva condicién de creci-
miento. En acetato, la represién seria un mecanismo mas eficiente,
ya que aparentementec esta es una fuente de carbono sumamente po-
bre y la represién de la GDH garantiza un control estricto del flu
jo de a-cetoglutarato hacia 1la sintesis de glutamato.

Cuando la levadura se cultiva en limitacién de glucosa, la energia
provendria de glicolisis y Krebbs, ya que Brown y Johnson (1970),
han reportado que en baja glucosa la fermentacién ces baja. En esta
condicibén, nuevamente, ¢l ciclo de ficidos tricarboxflicos resulta
un importante generador de energia Yy por tanto, las pozas de inter
mediarios no deben ser desviadas a la sintcsis de otros compuestos.
Dado que en esta condicién, la cepa silvestre y la mutante GDH "™
crecen con el mismo tiempo de duplicacidén, posiblemente esta enzima
también esté inhibida.

Cuando. se probé el cfecto de diferentes cetoficidos sobre la activi



dad de. GDH, se encontr@ qgeglq mqur@q.qe_log intermediarios de
Krebbs y del ciclo del glioxilate inhiben; esfe hecho resulta in
teresante, ya que podria representar un sistema muy plastico. Es
decir, en difercntes condiciones fisiolbgicas,varia la concentra
cib6n de intermediarios y el hecho de que estos inhiban a la GDH,
aseguraria un control mas fino. Por otro lado la posibilidad gde
que esta inhibicién fuera competitiva permitiria que esta regula
cién pudiera ser amortiguada por la poza intracelular de a-ceto-
glutarato.

Finalmente, ¢l hecho de-que el piruvato no inhiba a la GDH permi-
te, que en condiciones cn donde el ciclo de Krebbs no juega un pa
pel como generador de onerg;a, el flujo de a-cetoglutarato se de-
rive hacia 1la éintesis de glutamico. En microarofilia por ejemplo,
se acumula &cido pirurico. -

Como se ha mencionado anteriormente, la funci@n de la GOGAT sola-
mente ha sido aclarada en algunos microorganismos (Tempest y Col.
1970; Loomnitz y Col. 1987). Nosotros proponemos que en S. ceaevsd
siae la.v@h GS-GOGAT, juega un papel importante cuando la levadu-
ra se cultiva en exceso de amonio y en fuentes de carbono no fer-
mentables, la funcién de esta via seria 1la asimilacién de amonio y
de glutfmico cuando el ciclo de 4cidos tricarboxilicos es el prin
cipal proveedor de energia. Esta funcibén no ha sido propuesta an-
teriormente. No sc¢ excluye la posibilidad de que la GOGAT también
juegue un papel importante en exceso de glucosa, posiblemente si-
milar al descrito para N. crass.. por Lomnitz y Col. (1987).

Por otro lado, el hecho de que 1a actividad de GDH-NADP pueda ser

inhibida por difercntes cetofcidos; permite suponer que en algu-
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nos microorganismos, en donde se conoce que en limitacién de amo
nio participa la GOGAT, 1la inhibici@n de la GDH sea el mecanismo

que permita el funcionamiento alternativo de la via GS-GOGAT VS
GDH-GS.

E3N

LA BisLSTE s



CONCLUSIONES

El glioxilato regula coordinadamente el metabolismo de carbo

no y la asimilacibn de amonio.

La via GS-GOGAT es 1la encargada de asimilar amonio y sinteti
zar 4cido glutfmico ecn cxceso de amonio y limitacién de car-
bono; es decir cuando ¢l ciclo de Acidos tricarboxilicos cons

tituye 1la via mas importante para gencrar energia.

La actividad de l1a GDH-NADP es sensible a inhibicién por éetoé

cidos.
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