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INTRODUCCION. 

El. nitr6geno es un el.emento ·que forma parte de muchos compuestos 

simpl.es y de casi todas l.as mncromol.écul.ns compl.ejas de l.os seres 

vivos; especial.mente de l.as prote~nas y l.os ficidos nucl.eicos. Los 

microorganismos pueden util.izar una gran variedad de mol.écul.as n~ 

trogenadas como únicas fuentes d~ nitr6geno cel.ul.ar. El. amonio, el. 

ácido gl.utámico y l.a gl.utamina son l.as mejores fuentes de nitr6g~ 

no. Existen al.gunos otros metabol.itos que constituyen fuentes de 

nitr6geno secundarias; entre el.l.os se encuentran; l.os nitratos, n~ 

tritos, l.as purinas, l.as proteínas y muchos aminoácidos. El. uso de 

estos compuestos corno fuentes de nitr6geno, supone l.a síntesis o 

~ctivaci6n de enzimas catab61icas que l.os degradan hasta amonio, 

l.a asimil.aci6n de este compuesto dá corno resul.tado l.a síntesis del. 

~cido gl.ut~mico y de l.a gl.utamina, intermediarios metab61icos, que 

distribuyen su nitr6geno en l.a síntesis de aminoácidos, aminoazú­

cares; vitaminas, purinas y pirimidinas, compuestos que a su vez 

participan en l.a síntesis de macrorno16cul.as. 

Asimi1aci6rt de amonio - Biosintesis de ácido gl.utámico y gl.utamina. 

La asimil.aci6n de amonio es un proceso mediante el. cual. el. amonio 

proveniente del. medio de ·cul.tivo o del. catabol.ismo de compuestos 

nitrogenados, es incorporado a e~quel.etos de carbono. En organis­

mos procariotes y en eucariotes sencil.l.os como Neu4po4a c4a44a, 

A•pe4g~LLu•, Sacchanomyce• y Cand~d~, el. amonio es asimil.ado prin 

cipal.mente a travfs de l.a deshidrogenasa gl.utámica NADP- dependien 

te (GDH-NADP). La acción catalizada por esta enzima, es una am.!_ 



nación reductiva de1 ácido a-cctog1ut~rico: 

+ GDH-NADP NH4 .. + a cetog1utarato + NADPH2.-------"-"~~ ácido g1ut~mico + NADP .+ 

E1 ~cido g1ut~mico, en presencia de amonio, y ATP es convertido ~n 

g1utamina, en una reacción cata1izada por 1a enzima glutamino si~ 

tetasa (GS). 

Acido glutámico + NH4 + ATP GS g1utamina + ADP + Pi 

En 1os organismos, existen por 1o tanto dos enzimas capaces de a­

simi1ar e1 amonio: la GDH-NADP y la GS. 

En 1970, Tempest y Co1., reportaron la existencia de una ruta al­

ternativa para la síntesis de ácido g1ut~mico en [Ae4obac~e4 ae4o­

gene• I KLeb6LeLLa ae4ogene4. Estos autores encontraron que cuando 

R. ae4ogene• se cultivaba en un quemostato limitado de amonio, la 

actividad de la GDH-NADP disminuía considerablemente; por el con­

trario la actividad de glutamino sintetasa aumentaba. La incuba­

ci6n de extractos libres de células en presencia de glutamina, 

u - cetoglutarato y NADPll, resultaba en una considerable síntesis 

de glutamato. La conclusi6n de estos autores fue que en limitaci6n 

de amonio, la asimilaci6n de este compuesto y la síntesis de ácido 

g1utámico procedía por acci6n de la glutamino sintetasa y de una 

nueva enzima que se dcnomin6 glutamino-amido - 2 oxoglutarato ami 

notransferasa (glutamatu sintasa - GOGAT). 

ácido glutámico + NH4 + + ATP--"G'"'S-> glutamina + ADP + Pi 



g1utamina + a cetog~ytarato + NADPH2 
GOGAT ácido g1utamico + NADP + 

Posteriormente, Meers y Tempest .(1970) determinaron 1a presencia 

de GOGAT en a1gunas otras bacterias. En todos 1os casos ana1izados, 

se encontr6 que en 1imitaci6n de amonio, 1a GDH-NADP disminuía, 

mientras que 1a GOGAT aumentaba. En Ba.c..l.t..t.u4, donde aparentemente 

no se ha encontrado GDH-NADP, 1a s1ntesis de GOGAT era constitut~ 

va. En 1975, Senior rea1iz6 estudios en quemostato donde comparó 

e1 funcionamiento de 1a víaGDll-GS VS GS-GOGAT en K. a.e1<.09 ene.!> y 

E4c.lteJt...lc.h..la. co.e...l. Sus resu1tados demuestran que en K. a.eJt.ogc.rte-6, 

1a g1utamato deshidrogenasa se reprime durante 1a 1imitaci6n de n~ 

tr6geno, mientras que 1a g1utamato sintasa se induce. 

A partir de 1os trabajos de Tcmpest, 1a GOGAT empezó a ser estudia 

da en una variedad de microorganismos procariotes y eucariotes. 

Asimi·smo. 1a busqucda de esta enzima cobr6 importancia en siste-

mas como 1o~ vegcta1es superiores, en donde e1 pape1 de 1a GDH­

NADP era poco c1aro. 

Uno de 1os aspectos mas importantes en c1 estudio de 1a GOGAT ha 

sido e1 de definir e1 pape1 fisio16gico y 1a regu1aci6n coordinada 

entre esta enzima y 1a GDH-NADP. En un principio se consider~, que 

a1 igua1 que en K. a.eJt.ogene-6, e1 pape1 de esta proteína, sería e1 

de participar en 1a síntesis de ·6cido g1utámico y en 1a asimi1a­

cil'.>n de amonio, cuando este u1timo compuesto, se encontrara en con 

centraciones 1imitantes. Sin embargo, c1 trabajo de a1gunos grupos 

de investigaci<?n ha Jemostrado ·que esta enzima ad.e!llaS cump1e ·otra~. 

:func:i;e>nes .-:(Ca1der6n y Mora, .1985). 



El trabajo que nosotros hemos desarro11ado en Sac.c.ha~omyc.e4 c.VLe­

v~4~ae, ha tenido como objetivo el estudio de la participaci6n a.!_ 

ternativa de la GDH-GS y de la ~ía GS-GOGAT en la síntesis de ~c~ 

do glutámico y en la asimilación de amonio. 

A continuación presentaré algunos aspectos de 1a regulación y del 

funcionamiento de las vías GDH-NADP y GS-GOGAT en algunos microo~ 

ganismos. 

Asimilación de amonio (GDH-GS VS GS-GOGAT) 

a) Neu~0-6po;,.a c..lt.e<-64a. Uno de los microorganismos eucariotes en do!!_ 

de se ha estudiado mas detenidamente la asimilaci~n de amonio, 

ha sido Neu4o4po4a c~a44a. Este hongo posee una glutamino sint~ 

tasa compuesta por dos monOmcro diferentes (a y B), que poseen 

diferente mobilida<l electrofor6tica (S~nchcz y Col., 1980). Los 

~onómcros··a y B constituyen~difcrentes enzimas .con formas tetr~ 

mérica y octamérica respectivamente (Dávila y Col., 1980). N. 

c..lt.a44a, posee una deshidrogenasa glutámica NADP- dependiente. 

Esta enzima es un hexámero compuesto de mon6meros idénticos, ca 

da uno esta constituido por 452 aminoácidos (Wootton y Col., 

1974). La actividad de esta enzima es mayor cuando el hongo s~ 

cul~iva en amonio o nitrato como fuentes de nitrógeno, y dismi­

nuye cuando el ácido glutámico o la glutamina se presentan como 

únicas fuentes de nitrógeno. Esta regulación se lleva a cabo a 

nivel de síntesis de la enzima (Hcrnándcz y Col., 1983). 

La glutamato sintasa de N. c4a4-6a se ha purificado; esta enzima 

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



Mora, 1980). E1 gene estructura1 (en (am) 

cado· (Romero y Dtivi1a, 1986). Mora y Col .• 

-2) ha sido idcntif~ 

(1987) han encontr~ 

do que esta cnzim~ se regula .negativamente por algunos cetotiG~ 

dos. Lomnitz y Col.• (1987) han obtcnic.lo resultados que sclíulan 

que en N. c.11.ct.t..t.a., la GDH-NADP es 1a responsable do la síntesis 

de ~cido g1uttimico, tanto en limitaci6n como en exceso de amo­

nio. En este hongo, 1a actividad e.le la GDH-NADP es similar cuan 

do e1 microorganismo se cultiva en limitaci6n o exceso de amo­

nio. Asimismo no se observa que la actividad de GOGAT aumente 

en limitación de amonio. Estos autores concluyen que ln GD!!-

NADP tiene una mayor capacidad para asimilar amonio que la GS, 

a pesar de que se ha reportado que esta Última posee una mayor 

afinidad por amonio (l•:oott:on, 1983). Los resultudos obtenidos 

por Lomnitz. y Col., (1987) y Cal<l.cr6n y Mora (1985), les han 

permitido proponer que la funci6n principal de lu GOGAT en N. 

c.11.a..6.l>a. es la de reciclar parte dul nitr6gcno org5nico de gluta­

mina a glutamato, tanto en limitación como en exceso de amonio. 

Sin embargo, los autores seflaL1n que esta funci6n cobra partic~ 

lar importancia en limitaci6n de amonio, yu que en esta condi­

ci6n, la GS, debido a su alta afinidad por amonio, podria asim~ 

lar este Último compuesto muy eficientemente, lo cual podria re 

sultar en una deprivaci6n de 6cido glut5mico. El papel de la 

GOGAT en estas condiciones sería el de reciclar la glutamina ha 

cía glut6mlco, ~vitando asi la dcprivaci611 de este ~ltimo amino 

~cido y mantenic11dose un nivel adecuado de glutam.ato y glutamina. 

La proposición de Lomnitz. y Col (1.987). resulta muy importante• 



Y8; q~e es el primer e~!'.º. en ~on<;te. ~e le ~!lju<;lica a. 1a GOGAT 

un pa.pe1 diferente al de. la s~ntesis de g1ut~mico y asimilaci6n 

de amonio en limitaci6n de este' Último compuesto. 

b) A4pe.1Lg..i..-t..i.u4 n-i.du.i.a.n·4. En este organismo. los niveles de GDH­
·""""-

NADP y de. GS son regulados por la fuente de nitr6geno. de man~ 

ra similar a la descrita para N. c11.a.44a. (Pateman, 1969). 

Recientemente se ha encontrado que este hongo también posee ac 

tividad de GOGAT (Kusnan y Col.• 1987). Al igual que en N. cJL~ 

44a., la actividad de esta enzima no varia cuando se modifica la 

fuente de nitrógeno. Estos autores proponen que el papel de 

GOGAT en A4pe.1Lg-i..i..i.u4 es el de sintetizar ~cido glutámico en l~ 

mitaci6n y en exceso de amonio; sin embargo, la contribución a 

la síntesis de glutámico por cada una de las Z vías (GDH-GS; GS 

GOGAT) no ha sido determinado. 

e) E4che.11.-i.ch-i.a. co.i.-i.. Esta bacteria posee una deshidrogenasa glut~­

mica NADP dependiente, constituida por 6 cadenas polipeptídicas 

identicas con un peso molecular de 50,000 (Sakamoto y Col •• 1975). 

La glutamino sintetasa de E. CoL-i. puede existir en dos formas 

cataliticamente distintas que son interconvertibles. Esta enz~ 

ma está compuesta por 12 subunidades, cada una de las cuales 

puede tener o no una molécula de ácido adenílico. La adcnilaci6n 

disminuye su activid3d y la hace sensible a regulaci~n alost6rica 

por productos fina1es (Shapiro y Col., 1968; Hening & Ginsburg. 

1971). 



La g1~t~mato sintas~ de E. Co~~. e~t~ compuesta por 4 d~meros, 

cada· urio fo.rmado por Z ·subunidades diferentes con pesos mo1ec!:!_ 

1ares de 1~5,000. y. S~.OoO· (Mi1ler & Stadtman, 1972). Los genes 

est.ructurales de la subunidad grande y pequefia han sido denoml:_ 

nados 9L~ B y gL~ V respectivamente (Garciarrubio· y Co1., 198~). 

Estos genes han sido c1onados (Lozoya y Co1., 198~). Pahe1 y 

Co1 (1978) encontraron, que mutaciones en el gene gL.t: 6, afecta 

ban 1a biosintesis de GOGAT y simultanea.mente conferia.n el fen~ 

lipo N~~-; es decir, estas mutantes eran incapaces de utilizar 

arginina y prollna como fuentes de nitr6geno. Asimismo, estas 

mutantes eran incapaces de derreprimir la GS, cuando se cultiva 

ban en limitaci6n de amonio (Brenchley y Col., 197~). Por otro 

lado, Servín - González & Bastarrachea (1984). encontraron que 

mutantes alteradas en 9L~ 8 eran incapaces de activar el tran~ 

porte de metilamonio. Estos autores han propuesto, que la sínte 

sis del transportador de alta afinidad por amonio pudiera estar 

regulado por el sistema N~~. esto explicaría el hecho de que mu 

tantes 9L~ B fueran incapaces de crecer en bajo amonio. 

Recientemente Castafio y Col (1988) han establecido la existencia 

del oper~n 9L~ BVF; este oper6n comprende los genes que codifl:_ 

can para cada una de las 2 subunidades y un tercer gene cuyo 

producto, parece estar involucrado en la regulaci~n N~. Los re 

sultados de estos autores indican que el fenotipo plciotr~pico 

presentado por mutaciones en 9L~ B, se debía a un efecto polar 

sobre 9L~ F. Cuando E. CoL~ se cultiva en 1imitaci6n de amonio, 



se encuentran niveles inducidos de GS desadenilada, mientras 

que en exceso de amonio la GS se reprime y adenila. En estas 

condiciones la actividad de GOGAT no cambia (Mi11er & Stadtman, 

1972). Senior (1975) realiz6 un estudio fisiol6gico sobre la 

participaci6n de la via GS-GOGAT en la asimilaci6n de amonio :, 

s~ntesis de glutámico, cuanüo E. co¿.¿ se cultiva en 1imitaci6n 

de amonio. Sus resultados señalan, que en esta bacteria, la 

GDH-NADP, participa en la asimilaci6n de amonio. aún en limit.!!_ 

ci6n de este compuesto, a diferencia de lo encontrado para 

K¿eb4-le¿¿a. a.e~agene4 y algunas otras bacterias (Meers & Tempest. 

1970). Con respecto al papel de la GOGAT en E. ca¿¿, Senior 

(Senior, 1975) concluye que esta bacteria utiliza la GDH para 

asimilar nitrbgcno en limitaci6n de amonio. De suerte que el P.!!. 

pel de la via GS-GOGAT en E. ca¿.¿ aún no ha sido determinado. 

d) Ba.c~¿u4 4ub.t;.¿¿¿~. En esta bacteria, la glutamino sintetasa. ju:_ 

ga un papel central en la asimilaci6n de amonio. ya que en es­

te microorganismo no se ha detectado actividad de GDH biosint6 

tica (Freese y Col. 1964). A diferencia <le lo descrito para E. 

ca¿-l, la GS de Bacillus no se regula por un sistema de atlenil.!!. 

ci6n-desadenilnci6n; ~n este sistema, la GS se regula por la 

fuente de nitr6geno y está sujeta a inhibici6n por glutamina y 

por los productos finales del catabolismo de este aminoácido 

(Duel y Col., 1970; Duel & Prusiner, 1974). En este organismo, 

la via de as imilaci6n de amonio es la GS-GOGAT y mutantes al­

teradas en GOGAT son auxotrofas de glutámico (Dean & Aronson, 



1980). La GOGAT se derreprime cuando la bacteria se cultiva en 

amonio o en nitrato y se reprime en presencia de glutamato 

(Fui Lin Pan & Coote., 1979). La GOGAT de B 4ub:t.Lt..i.4 esta con~ 

tituida por dos subunidades. codificadas por los genes gL:t. A 

!/ g.t..:t. B (Desphande & Kane .• 1980), estos genes han sido clon~ 

dos (Bohannon y Col. 1985) y se ha encontrado que las variaci~ 

nes de la actividad de GOGAT en respuesta a la fuente de nitr6 

geno se regulan n nivel de transcripci6n. 

e) Bacterias fij ndoras de nitr6t.;cno. Az.o.&p..i..-'t.~.l..f.um b11.a.6..l.f..i.en.&e.. se 

ha encontrado en la rizosfera de ciertos pastos (Baldani & D~ 

kereiner, 1980) y en los espacios intercelulares de las raices 

de algunos cereales (Patriquin y Col., 198~). Sin embargo, su 

participaci6n en el establecimiento 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 vía <le asimilaci6n de amonio 

y síntesis de glut5mico es la GS-GOGAT, mientras que en alto 

amonio funciona la vio GDll-GS. Recientemente. Westby y Col 

(1987), utilizando N13 como rastreador met6bolico, determina-

ron ·que en A. bJ[.a.-6.i.Le.n.&e., la vía GS-GOGAT es la vía primaria de 

asimilaci6n en alto y bajo amonio, y que la GDI! juega un papel 

secundario. 

Rh-i.zob.<.um pha..f>e.o.f..-i... Esta bacteria forma asociaci6n simbi6tica 

con el frijol. R.pha.4e.oL.<., posee dos glutamino sintetasas(GSI y 

GSII). Bravo & Mora, "(1988), han propuesto que cuando R.pha.4eo.t...<. 



se cu1tiva en vida 1ibre, 1a GSI y GSII se regu1an de manera 

reciproca. Cuando e1 cociente a cetog1utarato/g1utamina dis­

minuye, 1a GSI se adeni1a. Cu~ndo se inactiva 1a GSI, 1a GSII 

se induce. La GSII también puede inactivarse, esto ocurre cua!! 

do so adicionan a1tas concentraciones de amonio, en estas con 

diciones, 1as cé1u1as excretan amonio. En este organismo no se 

detecta actividad de GDH. (Bravo & Mora, 1988). La actividad 

de GOGAT varfa dependiendo de la· fuente de nitr6geno y de carbono 

donde se cultive, algunos cetoácidos inhiben a esta enzima (Br~ 

vo & Mora, 1988). En R. Pha.6ea.e.~. por lo tanto, la vía de asim~ 

laci6n de amonio es la GS-GOGAT. 

Practicamentc, todos los organismos fijadores de nitr6geno que 

han sido estudiados hasta la fecha, durante 1a fijaci6n de ni­

trógeno, asimilan amonio por la vía GS-GOGAT (Brown, 1976; Kle~ 

ner y Col., 1981; 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 fijaci6n de nitrógeno durante 

la simbiosis (Osburnc y Singar, 1980; y Bravo y Co1. 1988). 

Recientemente, Kanamori y Col. (1987), han presentado evidencia 

que indica qu~ en Ba.c¿.e..t.u6 po.t.ymyxa., el amonio se asimila por la 

GDH~ aún en células que están fijando nitrógeno. En B. po.t.ymyxa. 

la actividad especifica de la glutamato sintnsa no varía con la 

fuente de nitrógeno, mientras que 1os niveles de GS y GDH si p~ 

recen regulados por la fuente de nitrógeno. Estos autores sugi~ 

ren que la incapacidad de B. po.t.ymyxa..para derreprimir 1a v1a 

GS-GQGAT en respuesta a una 1imitaci6n de amonio, resu1ta desve!! 

tajoso para esta bacteria cuando compite con otras bacterias f~ 



jadoras de nitr~geno. Bac~LLu~ maceAan4 representa un ejemplo 

similar a1 de B. poLymyxa (Kanamori y Co1. • 198 7) . Dado que B. 

maceA«n4 fija nitr6geno en annerobiosis estricta. la utiliz~ 

ci6n de la GDH podr~a resultar conveniente. ya que implica un 

menor gasto de ATP que la vía GS-GOGAT (Kanamori y Col .• 1987). 

Resumiendo la informaci6n presentada. se podr~a decir, que en 

microorganismos eucariotes como N. c4a66a y A. n-lduLan6, tanto 

la vía GDH-GS como la GS-GOGAT, participan en la síntesis de 

Acido glutámico. En procariotes existen organismos en los que 

la GDH estA ausente y la única vía <le asimilncibn es la GS­

GOGAT [Bac-<..eLu6 6ub~-lL-l•); en otros existen claramente dos vías 

que funcionan alternativamente: una opera en bajo amonio (GS­

GOGAT) y la otra en alto amonio (GDH-GS) (Klebsiella aerogenes). 

En E. CoL-l se encuentran las 3 enzimas, pero el papel de cada 

una de las vías es poco claro. En bacterias fijadoras de nitr6-

geno. aparentemente la regla sería que durante la fijaci~n de 

nitr~geno opera la vía GS-GOGAT ( Rh-lzob-lum, Azo6p..lAULum). Sin 

embargo. empiezan a aparecer algunas excepciones (B. maceAan4, 

B. po.eymyxa), en las que parece funcionar la vía GDH-GS. Resul­

ta evidente, que el trabajo publicado por Tempest y Col •• en 

1970. abri6 una linea de investigaci6n importante que ha perm~ 

tido un mejor conocimiento <le los procesos de asimilaci6n de a­

monio y que ha puesto de manifiesto la gran vers~tilidad y pla~ 

ticidad que tienen los microorganismos para adaptarse a crecer 

en diferentes condiciones fisiol~gicas. 

A continuación presentaré· ·una breve descripci6n de las vías de 



asimilación de amonio en Saccha~omyce4 ce~ev.U..i.ae. 

Al igual que en otros microorganismos. S. ce~ev.i.4.i.ae posee una 

deshidrogenasa glutamica -NADP dependiente. El gene estructural 

de esta enzima se ha denominado GVH1; mutantes alteradas en 

este gene, crecen con un tiempo de dµplicación 1 hora mayor que 

el de la cepa silvestre (Drillien & Lacroute, 1972). El creci­

miento que presentan estas mutantes se debe a 1a operación de 

la GOGAT y GS como unn rut:a nlternativn para sintetizar ácido 

clutámico (Folch, 1986). y no a la participación de la GDH-NAD, 

como se habla propuesto (Grenson, y Co~ .• 1974). 

La activida<l <le la GDll-NADP aumenta cuando la levadura se cul-

tiva en amonio como fuente de nitrógeno y disminuye en presen­

cia de Acido glut:ámico (Roen & Even, 1973). 

Cuando la levadura se deprivn de glucosa, la actividad de GDH­

NADP disminuye.Mazan y Col (1978), han encontrado, que esta di~ 

minuci6n se debe a una degradación de la enzima. Por otro lado, 

1a GDH-NADP no se induce en mutantes que presentan una a1tera­

ci6n en la aconit:asa y que por lo tanto no sintetizan a -ceto­

glutarat:o (Gonzúlez y Col, 1985); esto sugiere que el propio 

a -cet:oglutarato o a1gún otro intermediario de1 ciclo de Krebs, 

son moduladores positivos de la actividad de esta enzima (Gonz! 

les y Col. 1985). La actividad <le la GDH-NADP, también disminu­

ye cuando la conccntraci6n intracelular de amonio aumenta, esta 

disminuci6n en la actividad posiblemente se debe a la represión 

de la síntesis de esta enzima (llogonez y Col. 1985). 

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



ha interpretado como un mecanismo que impide la depleci~n de 

la poza de a -cetoglutarato. 

La glutamino sintetasa de S •. ce1t.eu..l.6-la.e, esta compuesta de 

10-12 monomeros de un peso molecular de 4~,000 Mitchell & Mag~ 
sanick, 1983). El gene estructural de esta enzima, (g~n 1) ha 

sido clonado (Gonzálcz y Col., ~984). Los niveles de GS están 

regulados por la naturaleza de la fuente de nitrógeno en que se 

cu1tiva la levadura (Dubois & Grenan, 1974) y se ha encontr~ 

do que la inducción de esta actividad, corresponde a síntesis 

de Nov.o. (Mitchcll & Magasanick, 1983). Por otro lado, la ac-

tividad está regulada por un sistema de inactivaci6n irreversA 

ble, probablemente proteolitico (Mitchell & Magasanick 1984) •. 

Se han identificado 3 sistemas regulatorios que controlan la 

producción de GS en S. ce1t.ev-l4-lae; el primero de ellos respon­

de a los niveles e.le glutamina, y c.lcpcnde del producto de G.C.n 3, 

el segundo, pertenece al control general de aminoAcidos que ac2 

pla la derrepresi6n de varias enzimas biosint6ticas a la deprA 

vaci6n de aminoácidos, este sistema es mediado por GCN4, por ú~ 

timo, el tercer sistema responde a limitación de purinas (Mit­

chell & Magasanick 1984). 

En s. ce1t.e.u..(.4..(.ae se ha reportado la existencia de la actividad 

de GOGAT (Roen y Col. 1974). Esta enzima ha sido purificada a 

homogeneidad y se ha encontrado que está constituida por dos 

subunidades, con pesos moleculares de 169,000 y 61,000. (Roan y 

Col, 1974; Masters & Meistcr, 1982). 

En s. ce.1t.e.v-l4-lae, 1a GOGAT ha sido poco estudiada y la activi-



dad de esta enzima no parece variar al modificarse las condi 

cienes de cultivo (Roon y Col. 1982). Recientemente, Folch 

(1986) ha reportado el aislamiento de mutantes alteradas en 

GOGAT; dobles mutantes alteradas en GDll-NADP y GOGAT, son anx6 

trofos de glutámico (Folch (1986). 



O~JETIVOS 

Uno de 1os aspectos mas interes~ntcs sobre e1 estudio· de 1a GOGAT, 

ha sido 1a asignación de su pape1 fisio1~gico. En microorganismos 

que poseen GOGAT y GDH, 1os estudios mas c1nros han sido 1os roa1~ 

zados en K. aeAogene4 (Senior 1975) y N. cAa44a (Lomnitz y Col. 
¿_ 
19'87). En el primer caso e1 papel de la GOGAT es el de asimilar 

amonio en bajas concentraciones y en el segundo caso el papel que 

se le ha asignado u la GOGAT es el de regular los niveles de glu-

tamice y glutamina. 

En S. ceAev~4~ae, se ha reportado, que en 1imitaci6n de amonio, 

mutantes que carecen de GDH-NADP o de GOGAT, crecen con igual tie~ 

po de dup1icaci6n que la cepa silvestre (Folch, 1986) por lo tanto, 

se puede conc1uir que en esta levadura, la síntesis de glut~mico 

y 1a asimilaci6n de amonio en bajas concentraciones, puede correr 

por cuenta de la vía GS-GOGAT o de la via GDH-GS. 

Los objetivos de este trabajo han sido los siguientes: 

1.- Determinar e1 papel fisio1~gico de la GOGAT en exceso de-amo­

nio en s. ceAev~4~ae. 
2.- Determinar a1gunos elementos de contro1 que coordinan la op~ 

raci6n de la vía GDH-GS VS GS-GPGAT en exceso de amonio. 

Primero se anexa· una copia de1 trabajo titu1ado: 

Coordinated Re.gulation of .Ammoniuin Asimilation and Carbon Catabo-



1ism by .G1yxy1at:e in· Sa.c.c.ha.Jt.omyc.e..6_ ce..11.e.v.i.4.la.e. •. 

Después se presentara una secci6n de RESULTADOS, donde se inc1ui­

ran cxperiment:os adiciona1cs que aún no han sido pub1icados. Fi­

na1mcnte en 1a última parte se presentará una DISCUSION g1oba1 de 

1os resultados incluidos en e1 trabajo publicado y en esta tésis • 

.: 
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Coordinatcd Rcgulation of J\mmonium Assimilation and Carbon Catabolism 
by Glyoxylate in Saccharornyccs cercvisiae 

By ALICIA GONZÁLEZ.• LAURA RODRlGUEZ. 
JORGE FOLCH. MARIO SODERÓN ANO HIRAM OLIVERA 

Centro de Jm:estigación sobre.• Fijación tic Nitrtlgcno. U/'1lA,\I, Departamento de Dfolngla 
Molect1!ar de Plantas, Apartado Postal 565-A. Cu('rrrm·aru, "forc/os. Mé.'Cico 

( Recc.•frcd ~9 D,•ccmhcr 19S6; rcriscd 2-1 .\farch 1987) 

The activitics of citr.atc synthasc (EC 4. 1 . J. 7) ani.l NADP•-dcpcndcnt glutamalc üchydrogcn­
osc (GDl-1) (EC l .4. 1. 4)of Sacchnrnmyces cererisine wcrc inhibitcd in vltro by glyoxylate. In thc 
prescncc: ofglyoxylatc. pyruvatc and glyoxylatc pools incrcascd. suggcsting that glyoxylatc was 
cfficicntly transpoi-tcd and cataht"lli7cd. Pyruvatc ;lccumulation a.lso indicatc!'ii. th:1t citratc 
r.ynthase was inhibitcd. A dcci-cn."'c in thc glulamatc pool wa!'ii. nlso oh!'ii.crvcc.1 undcr thcsc 
conditions. This can be aurihutcd lo an incrcascc.1 ti-ansnmination ralc nnd to thc inhibitory 
cfTcct of glyoxylatc on NADP•-<lcpcndcnt GDll. Furthci-n10,-c. lhc incrcnsc in thc ammonium 
pool in the prcscncc oíglyoxylatc :o.uggcsts thal NADP•-dcpcndcnt GOi 1 was bcing inhibitcd In 
rfr'O. sincc thc activity of glutaminc synthctasc did not dcci-ca.sc undcr thcsc conditions. Wc 
propase that thc inhibition oí both citi-atc synthasc ~1nd NAor•-dcpcndcnt GDll could form 
part ar a mcchanism that i-egulatcs thc intci-nal 2-oxoglut;uatc conccntration. 

INTRODUCTION 

NADP•-cJcpcndcnt glutan1atc dchydrogcna5c (GDl-1) cn1alyses thc synthcsis oí glutamate 
from ammonium and 2-oxoglutai-nte (Ho1zcr & Schncidcr. 1957). Ammonium is dcrivcd from 
the mctabolism oí niti-ogcnous compounds. or from the mcdium. and 2-oxoglutaratc from 
carbon mctabotism. Thus. ammonium assimi1ation constitutcs thc mctabolic proccss in which 
carbon and nitrogen mctabolism mcct. and NADP•·dcpcndcnt GDll is thc cnzymc that links 
thcse two mctabolic pathways. lt has hccn proposcd that in Saccharnniyee.t cererisiae. 2-
oxoglutaratc. or sorne other intermediatc oí thc tricarboxylic a.cid cyclc. modulatcs NADP•­
dcpcndcnt GDI 1 activity (Gonzá1cz et a!._ 1985). Furthcrmorc. it could be cxpcctcd that 
Ouctuations in lhc inti-nccllular 1cvc1s oí inlcrmcdi~tcs of thc cydc could in turn rcgulatc thc 
activity of thc NADP•-dcpcndent GOi l. Thu!'. rcgulation oí thc tricnrhox.ylic acid cycle could 
have a dircct cffcct on NADP•·dcpcndcnt GOH activity and thcrcfoi-c on nmrnonium 
assimilation. This mcchnnisrn may constitutc a i-cgu1a1ory link hctv.·ccn thc!!>c two mctabolic 
pathw;1ys. , .. ·hich cnuld dch:nnim." thc amnunt ,,f 2-0:11:,oglutaratc and a1nrnoni11m that cnn he 
assimilatcd in a givcn physiolo¡.!.ical condition. 

1t has bccn shown thal cclls of E.'frlicri'chia co/i' growing. on glyoxylatc contain n'luch lowcr 
le veis oí citralc synlh.asc than !<.imilai- c-cll!'ii. growing nn acct:11c (Koi-nhcrl!. 19(,6). !'ii.ugscsting that 
thi:; compound ..::ou1d modu1alc thc opci-alion of thc l1 il::11 lll1,ylic acid cydc hy n.:gu1ating thc 
lcvcls ar citrate synthasc. Funhcrmon:. ~incc thc mctabo1ism of glyoxylatc through thc 
dicarboxylic acid cyc:lc docs not pi-oducc 2-wc;og1u1;:1i-;.1tc, ÍI wouJd be expcctcd that in thc 
prcscncc of glyoxylatc. intraccllular 2·oxog1ut:trnlc 1cvcls would he dcci-ea!'ii.cd. and that this 
wou1d affecl thc activity of 1 he NA Df>•-dcpcndcnt GDli and thus ammoniun1 assimilation. Wc 

Ahh,.rrlatlont: GDli. glut•1mn1c dchydh'gcnaa.c~ P..1P..1, minimal meúium. 

0001-390.:? (Q 1987 SGM 
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studicd thc cfTcct of gtyoxylate on citrnlc synthnsc und NADP•·dcpcndcnt GDH in S. ccreds/a. 
in order to dctcrmiuc whcthcr this 2-oxoucid couJd play u role in the regulation of curbon an1 
nhrogen mctabolism. 

Joll?TllODS 

Suoln and 6roM:lh condawru. The wild·typc strain S288C (MATa mal 6a/2) wa.a obta.incd from 1hc CoJd Sprin; 
Harbar Laboralory. NY. USA. Cella W"crc ruulincly aruwn on minimal mcdium (MM) contnining s.:1.lu. trae• 
clcmcni.and vitamin:. íollowing thc ronnula or Diíco Yeast NJtro¡,:en Dnse. GJucosc (2~~. wjv) was u~c.1 A.S .::u-bo1 
aourcc and 40 mM·(NJl")JSO. •• nhrogcn .aurcc. Glyo•ylatc or pyru.vatc wcre addcd to thc culture!, 11 

appropria.lc. as nqucous auloc:lavcd M>lulions. Thc cultures wcrc incubalcd nt JO •e with agitntion. Cclls wcr. 
grown on YPD mc:dium comprising J /. (w/v) ycasl ca.lracl (Oiíco). 2~ (w/v) pc:plonc (Diíco) and 2% (w/\ 
glucosc:. unlil lhcy rcou:hcd s.1a1ionary ph:1sc~ lhcy wc:rc 1hcn washcJ ;and rcsui;;pcnúccJ in ll.1t.1. Thc!'>c: su!>pcniion 
wcrc uscJ to inocul.ilc: cullurc:s lu an 00,..~ 0 oí O·OS. 

Exuactlon and J,-1,·rminatiün o/ i111ruc.e/lulur mt'tabo/it,.s. For lhc: cs1imation oí 2-oxo¡lutaratc. pyruvate an. 
alyoxyfatc. cxtracls wcrc: prcpoarcd as dcscribcd by Kang rt al. (1982). Ammonium was c.UrOJclcd by thc mcthod o 
Tcmpcst rt uf. (197U) nnd Tachiki ,., uf. (l'JHI). Thc conccntrntHms. oí ammonium und 2-oa.oglutaratc wc:r• 
dctc:.-mincd with bcc:f GOif by following NADll oxic.iAation al 340 nm (Oubois ~' al., 1974). P,yruni. 
'-"Onccnll'"ation was dclcrminc:d with bcc:f lactatc: dchyd.-ogcn.as.c by foJlowing NADH oxidoation a1 340 nn 
(Ucramcycr, 1963). Glyoa.ylatc wu dctcrminc:J by thc mcthod of Tribcl• &: Vogel (1966). 

Amino acida wC'rc rxtrac1cd and dC'IC'rrnincd us dcscrlbcd by Gonrálcz ~la/. (198J). For cnzymc dc&crminations 
soluble CXll'.3.Cls wcrc ¡•rcr1arc<l hy grinding wholc cclb, su!>.pcndcd in thc:ir currcsponding cxtraclion buffer, witl 
glau bcads in u Ur.1un q:JI Jisruplor. C11r.11c ~ynthJ!>.C (EC 4. 1. J. 7). NJ\DP•-<lcpcndcn1 GDH (EC 1 . .; . l .4)an' 
glutaminc syn1hcl.1!>.c (l·C 6.J. 1. ~)Y.ere ª"'aycd by thc mcthu.Js of PJn·in (1969J. Dohcrty (1970)and Fcrguson6 
Simj, (1974) rcspc1.l1n:ly. Prutcin ""ª' t.lctcrmincd by thc Lo\\ ry mcthod, using bo\·inc: scrum albumin ::is H:indard 

Cht:>mlcal.s. All ~-va.ua'-·iJs. bccf GllD, bccf lactatc Jchydrog,c:na~c and bovinc sc:rum albumin wcrc obtainC'' 
from Sigma. 

RESULTS ANO OISCUSSI0!"-0' 

E.ffc.•c1 oj glyoxy/(J/c." 011 cilrate .ty11rhusi.• ucriL·ity 

Citratc synthasc fr"-1m cclls grown on !\1l\.1for6 h was inhibitcd by ¡;1yoxylatc but not pyruvatc 
(Fig. 1). In arder to study whcthcr thc inhibition of citrate synthasc c:ould ahcr thc carbon flo" 
through thc lrica.-boxylic aci<l cyclc wc detcnnincd thc intniceflular contcnt of2·oxoglutnratc. In 
glyoxylatc·ll"cated cclls 2·oxoglularatc li:vcls wcrc 4-fold highcr than in ccJJs incubatcd in MM 
wilhoul glyoxylatc; glyoxylatc-trcatcd «.:clls had almosl 30-fold highcr glyoxylatc Jevels than 
thosc from thc untrc;11cd culture (Table J). This could be cxplaincd by assuming that thc 
utilization of2-oxoglutanitc hy N/\.DP•-úcpctu.lcnt GDH had diminishcd. lt has bcen proposed 
thal thc catabolis1n uf glyoxyl;1h: lhnrngh lhc úicarboxylil.· <:tcid cyclc can rcsult in thc production 
of pyruvatc {Kornbcrg, IY66). lf this wcrc thc cnsc. thc in eren se in thc pyruvate pools could shifl 
thc endogcnous glutam;llc pools tnwards t.-ansamination, which would rcsult lllJ11crcascd JcvCI!. 
of2·oxoglutan1tc. Thc pyruv.atc lcvd i11 r.lyoxyl:1tc-trc~1tcd cclls was 14-fuld highc.- than cclls in 
MM (Table 1). 

I;l}cct of ,;l.i o.\.l"Íate 011 nitrtJ¡.:cn u.\.\inú/ation 

Sini:c a dccrca~c rn N/\DP•-dcp~1uk1H UIJI 1 oa:livity would n::::.ull in .. unn1onium 
accumulation. wc mcasurcd tlic ;1n1ounl of arnmonium prcscnt in glyoxylalc-trcatcd and 
untrcatcd cclls. An11noniu1n kvcls wcrc 2·8-folJ highc.- in gl)·oxylale·trc;1tcd cclls (Fig. 2a). This 
nccumulation could b._ ;,1llrihu1cd to a dccrc;1~c in ~11nmonium assimilati0n through NADP•­
dcJlcnJcnt UUI l or thruugh glutan1inc synthcwsc. Sincc thc activity of the lattcr enzymc 
rcached valucs 4·fold highcr in glyoxylatc-trcatcd cclls 1han in control cclls (Fig. 3). ammonium 
accumula1ion can only be thc rcsull of dccrcascd NADP•,Jcpcndcnt GOH activity. 
Furthcnnorc, thc risc in glutaminc synthctasc :.ictivity (Fig. 3) was accompanicd by a decreasc in 
the ammoniun1 pool thal had ac:cumulatcd. suggcsting that undcr thcse conditions ammonium 
assimilation procccded lhrough glutaminc synthctnse. As a control, wc detcrmincd the ctrcct of 
thc addition of py.-uvate instcad of g1yoxylatc. Thc ammonium pool in thc pyruvate-trcatcd cclls 
was very similar to thal in thc control cullu.-c {Fig. 2b). 2·0xoglutarate lcvcls wcrc similar in cells 
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Fía. l. Effc.c:t oí ¡lyoxylatc (•) and pyruvatc (O) on citratc aynthasc. Aclivity waa auayed In oilro. Thc 
activhy corrcsponding to IOOY. wa~ 4·7 U (mg protcin)- 1 • Resulta ahown are rcprcsentativc orat lcut 
thrcc dctcrminatlons; vnriation wata S to 10%. 

Fig. 2. Effect ofglyoxyh'llc nnd pyruvatc on nmmonium ion pools. (a) Cclts wcrc grown in MM for2 h; 
thc cul~urc waa thcn d1v1dcc! nnd 20 mJrr.t·glyoxylntc (O) wns nddcd 10 onc h.llf; thc rcst oíthc cuhurc waa 
lcft untrcntec.! (e). Ammonium pools wcrc thcn dctcrmlncd. (fo) Cella wcrc lrcntcJ na in (a). but hnlfthc 
culture was trcatcd wilh 20 mM•pyruvatc (O) instcnd of glyolllylatc; thc othcr halí was ngoin untrcatcJ 
(e). Rcsulls 5hown are rcprcscnlativc of at lcaat thrcc dctcrminations; variation wna S to 10';{. 

60 

Table t. Jntracellu!ar pools of 2·oxoacids in S. CL·rcdsiae treated with glyo:cylate or pyrui•ate 

Cclls wcrc grown in MM íor 2 h; thc culture was thcn dividcd. and half was trcatcd with 20 mM· 
¡,lyoxylatc; thc othcr half wns lcft untrcntcd, In o acpnratc cxpcrimcnt cclls wcrc trcatcd with :!O mM· 
pyruvatc in~tcad ar glyoxylatc. Aftcr 20 min. samp1c• were removed írom both cultures. thc «lb wcre 
washed with MM end Cllltracl• wcrc prcparcd nnd assaycd &!lo dcscribcd in ,..,1cthods. Resulta shown are 
mcans oí thrcc dctcnninntions;valucs in parcnthcscs show variancc oí thc mean. 

~-Oxoacid 

Glyoxylatc 
Pyruvctc 
2-0llloglutar.-itc 

::!-0Jloacid conlcnt [nmol (mg prolcin)-') 

MM 

11-61 (1·4") 
51·44 (10·52) 
9·:0 (0·24) 

Mf\.t + glyoxylatc 

326·60 (288·80) 
758·30 (972·00) 

39·43 (11·61) 

MM+ pyruvatc 

9·00 (0·66) 
325·00 (416·67) 

9·73 (0·33) 

in MM with and without pyruvatc (Table 1 ). Thcsc data indica te that g1yoxylatc ncgativc1y 
modu1ates NADP+·dependent GDH. v.'her.._~3~ pyruvatc docs not. Glyoxylate inhibitcd 
NADP•-dcpcndcnt GDll nctivity In ritro whilc pyruvatc Jid ·not (Fig. 4). This suggcsts that 
inhibition of NAOP•·dcpendent GDH by glyoxyJatc provi<lcs a mcchanism which compensa tes 
for thc decrcasc in carbon flow duc to thc inhibition of citratc synthasc by glyoxylatc. This 
mcchanis.m cou1d play a rote whcn poor carbon sourccs such as acctatc are providcd. sincc in 
thcsc conditions. thc activity <"f '2-oxoglutaratc shouJd be strictly rcgulatcd. In this rcgnnJ. it has 
bcen rcportcd thut thc cnzym"'- ·1ich rmrticipatc in g1yoxylatc synthcsis are induced in ncctntc· 
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Fig. 4 
Fia. J. Effccl ofgJyo:r.ylalc on glu1aminc 5ynthc1ase spcciftc activhy. Cella wcrc grown in MM for 2 h: 
thc culture wa• thcn diviJcO anJ 20 mM·alyox)'latc (O) w;;is addcd toonc halí; thc rcs.r. ofthc culture was. 
lcft untrcu1cd (•). Cluuaminc •ynthctuae octivity wa!C. thcn determine(.). S('H:cific acth•ily is cxprcsscd as 
µmol y·slut . .unyl hy1.ho";unoue proJuccJ min· 1 tn1g protcin)- 1 Oll JO '·C. Rcs.ults s.ho"" n .irc 
rcprcscntativc o("'' lc;nt tlucc dclcnnimuions; varialion was Sto 10~~-

Fig. 4. Effoct of &lyoxylatc (e) and pyruvnlc (O) on NAOP•·dcpcndcnt GDH. Aclivity was assaycd in 
l'ilru. Thc activitycorrcsponJir.~ to 100~ was .5·9 U (mg protcinr•. Rcsults shown are rcprcscntativcof 
at leas& 1hrcc dctcrmim1tions; v;uiation was S to IO'Y.,. 
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Fig. S. Effcctoíglyoxylate un amino aciJ pools. Cctls wcrc gr-own in MM ro,-~ h: thc culture was thcn 
dividcd .u.ni.! 20 mM·¡lyo,.ylatc w;rs adl.lc-d to onc h.ilí Ci.1; thc r-c-:u oíthc culture was Jcfl untrcatcd ~ 
Amino a.cid rouls (e. glulan1atc; O. glulaminc-; A. •1l;1ninc; 6. glycinc) wcrc thcn dctcrmincJ. Rc~uhs 
5hown are rcprcscntalivc of ut lea~• thrcc dctcr-minaliuns; variation ""'·ª~ 5 lo 10~~-

grown cclls (GosJing & Duc~an, 1971). It has a1so bccn suggcstcd (Bogoncz ,., al .• 1985) th:J.t 
undcr ccrtain physiQlogic.11 condilions. changes in thc N/\DP*·dcpcndcnt GDll activity 
providc control ovcr lhc r-.:.1lc uf 2·oxuglutar;11c utili:wtiun. rcsulting in thc maintcnancc of a 
mínimum pool of this 2--oxoacid. lt is worth noting that strain S288C gr-ew cqually wcll with o:­
without glyoxylate (data not shown). indicating that carbon and nitrogen flo .. vs wcrc bcing 
coor-dinah:ly rcguh11cd. 1hus allowing lhc mainlcnancc ,lf thc samc gro\\.·th ratc. 
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Effect o.f 1:IJ-o."Cyfate un nltro¡.:en tli.'ítribution 

Amino ncid ..analysc& wcrc done on g1yoxy1nlc·lrc•1tcd and unlrcó\tcd cclls. Thc glutnrnalc pool 
dccreasr;j vcry rapidly aítcr glyo~y1atc addition. whcreas in MM it remaincd nlmost constanl 
(Fig. S). Al thc sume time. thc alaninc and glycinc poots rose in lhc prcscncc oíglyoxylatc. Thcsc 
rcsults suggest lhnl thc glul6lnrnle amino nitrogcn is bcing distributcd through transuminntion. 
Furthcrmorc. in glyoxylatc·lrcatcd cclls. thc intrnccllular conccntralion oí glutaminc dccrcascd 
and thcn incrcascd slightly (Fig. 5b). suggcsting that thc incrcascs in alaninc and slycinc pools 
could nlso be duc to thc functionmg oí glutaminc transan1inasc. !;incc this cnzymc uses pyruvatc 
and glyoxylatc as substratcs (Scbcrén & Gonzilc;r .• l ')87). Thcsc rcsuhs indica.te that high 
intraccllular conccntrations of 2-ox.oacids cause channcllins of glutamate and glutaminc 
towards transamination. Thi~ rcsults in a dccrcascd glutarninc pool which nllows glutaminc 
synthctasc activity to incrcasc {í-"ig. 3) and incrcascs ummnnium assimitation through thc 
glutaminc synthctasc- glutamatc ~)·ntho.i~c pathway (Tctnpc::.t c.·t al .• 1970). 1.\.s judgcd by amino 
acid :.lccumulation and growth. total arnmonium assimilation was not diminishcd in glyoxylatc· 
trcatc:d cultures (Fig. 5). Our rcsuhs indicalc thut thc:= decrcusc in NADP•·dcpcndcnt GDH 
nctivity is duc to thc inhibitor)' cffccl or glyoxylatc an<l tlnt this 2'"<lxoacid cffccts coordinatc 
rcgu1ation of carbon and nitrogcn rnctabolism. 

Thc authors. are grotteíul to Gloria Soberún. Irene Co.ulai'lo ~ind David Romero íor thcir critica1 rcview of lhe 
man1.1script. to Jaime Mora. Guillermo D.iv1I01. and Edgardo Esc . .unilla íor thcir cnthusiasm and cf"iticism 
throughout this work. ond to Ludia Lulo for sccrctaf"ial auistnncc. This work was supportcd in pa.rt by a grant 
from Fondo de Estudios e Investigación Ricardo J. Zcva.da. 
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RESULTADOS. 

"Efecto "del glioxi1ato ·sobre 'la 'biosirttcsis de ·ácido g1utámico. 

Los re.su1tados "que se presentan en e1 art~·culo anexo, indican que 

~ cuando se adiciona g1io~i1at? ~ un cultivo de la cepa silvestre, 

la GDH-NADP se ·inhibe dando cc;imo resultado la acumulaci6n intra-

ce1u1ar de amonio. Al mismo tiempo, las pozas de glutamato y glu­

tamina disminuyen; esta disminución, puede atribuirse a dos facto 

P res, por un 1ado, a1 incremento en 1a transaminaci6n de glutámico 

y glutamina, producido por 1a e~evaci6n de a-cetoácidos, que se 

pr.esenta debido a 1a adici~n de g1ioxilato y por otro a la inhib.!_ 

ci6n de 1a GDH-NADP. La dismi'nuci~n en la poza de g1utamina perm.!_ 

te la inducci6n de la glutamino sintetasa, que ahora es capaz de 

asimi1ar el amonio que se habia ~cumu1ado. Este resultado sugiere 

que en· esta condici6n, la vía de asimilación de amonio y de s~nt~ 

sis de ácido glutámico que pudiera operar ser~a la v1a GS-GOGAT. 

En el articulo se presentan las pozas de glutámi~o, glutamino.., gl.!_ 

cina y alanina que se encuentran ~O y 60 minutos despues de la a­

dición de glioxilato. Sin embargo, si uno determina las pozas de 

estos amino~cidos a1gunas horas despues de haber adicionado gliox.!_ 

1ato, se encuentra que 1a conccntraci6n intrace1ular tanto de glu­

t6mico como de glutamin~ riuevamente se ~1eva (Fig. lA). La tabla 1 

muestra que 1a concentraci6n intrace1ular de g1ioxilato permanece 

elevada aun 6 horas dcspucs de haber adicionado este compuesto •. Por 

1o tanto en.lesta condici6'n 1a. GDH-NADP ·aún debe estar inhibido.... 



Esto~ dato~. indican 'que l.a re~inte~i.s ~e gl.~t<>:mico probaplemente 

ocurrio· por ácci6n de. l.a_ GOGAT. El... ·aumento en. la poza: de glutami­

no,, coincide con el ·aumento en la. ac.t·ividad de g'lutamino sintetasa 

(Fig. 2), l.a cual disminuye ~ horas des~u6s, cuando l.a poza de 

gl.utamin~al.canza nivel.es elevados. Por otro. lado, las pozas de 

glicina y al.anina tambi6n se elevan debido n la al.ta concentraci6n 

intracelular de pirúvico y gl.ixíl.ico. (Tabla l.). Esta tabla. tam­

bién muestra las pozas intracel.ul.ares de a-cetoglutarato; como se 

puede apreciar, la concentraci6n de este compuesto se el.eva 20 

minutos despues de l.a adici6n de glioxil.ato, recuperando su nivel 

basal. horas mas tarde. Este dato indica que en presencia de pozas 

el.evadas de gl.ioxíl.ato, el. a-cetogl.utarato ~e consume; posibl.emea 

te por acci6n de la GOGAT. En virtud de que tenemos evidencia pa­

ra suponer que l.a inhibici6n de la GDH-NADP por glioxilato pudi~ 

ra ser de tipo competitivo, es importante notar que durante l.a e-

1evaci.6n de 1a poza de ~l.utamico l.os nivel.es de gl.ioxil.ato son 52· 

veces mayores que los de a-cetoglutarato. 

La Fig. l.B muestra 1as pozas de glutámico, gl.utamino..y al.anina que 

se encuentran cuando no se adiciona glioxíl.ato (La poza de gl.icina 

no fué detectabl.e). 

Los resultados hasta aqu~ presentados, indican que cuando S. ce~e­

v~4~ae se cultiva en presencia de gl.ioxíl.ato, l.a vía de asimi1aci6n 

de amonio y de síntesis de gl.utámico es l.a GS-GpGAT. Cabe enfatizar 

que en l.os experimentos descritos, las cél.ul.as se encontraban en 

medio mínimo conteniendo gl.ucosa· (2 %) y a este medí~ se adicionaba 

el. gliox~l.ato. Como se presenta en el. 'art~cu1o, el g1iox~1ato inhi-



be a 1a citrato sinta~~ y .en e~t~ condici~n. e1 f1pjo de1 carbo­

no proveniente de 1a g1uC:osa disini.nuy~. como. 1o evidencia 1a ac~ 

mu1aci~n de piruvato (Tab1a 1). En estas condiciones el metabo1i~ 

mo de g1ioxílato pudiera ser ~1 responsable del aporte energético 

requerido por 1as células. Es decir. e1 ciclo de ácidos tricarbo­

x~licos. jugar~a su pape1 dua1 como generador de energia y de inter 

mediarios. En esta circunstancia el funcionamiento de la via GS-

GOGAT y .no de 1a vía GDH-GS. pudiera constituir un mecanismo para 

proteger 1a poza de a-cetog1utarato (ver discusi6n). Tomando en 

cuenta estas consideraciones decidimos hacer un aná1isis de 1as 

v~as de asimi1aci6n, cuando 1a fuente de energía fuese algun met~ 

bo1ito no fermentable que alimentara e1 ciclo de ácidos tricarbox! 

1icos. 

Efecto de 1a fuente de carbono sobre las enzimas que participan en 

1a asimilaci6n de amonio. 

Con e1 fin de analizar e1 papel de la. GOGAT cuando S. ce..l'Le.v.l¿,.la.e. 

se cu1 ti va en exceso de amonio. en presencia de ·fuentes de carbono 

no fermentables, se cultivó 1a cepa silvestre S288C en 2 % ae eta 

no1 como fuente de carbono. 

En 1a Fig. 3, se observa que 1as actividades de GDH y GOGAT son si 

milares tanto en etano1 como en i1uC:osa; sin embargo. en etanol se 

observa un aumento hasta de 5 veces en la actividad de GS. Con res 

pecto a. la encontrada en g1uC:osa. Estos datos sugieren que 1a act~ 

vidad de. GDH pudiera estar inhibida "in vivo" y ·que esto resultara 



en una disminución de ·1a poza.: de ·g1~t8.:min8: permit.iendo ln induc­

ción de ia GS y .Posib1emente la operacil?n de. la. v~a: GS-GOGAT. 

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

(S288C) y de l.a mutante 8-A., ·que carece de GDH-N,ADP (Folch l.986). 

Como se puede observar. ·ambas cepas crecen igual ·cuando se utili­

za etanol como ·fuente de carbono,· ·(Fig. 4B) • mientras que en glu-

cosa (Fig. 4A), 1a cepa silvestre crece considerablemente mejor 

que la mutante. La Fig. 4 (C), muestra las actividades de GDH en­

contradas para l.as dos cepas en etanol, se puede apreciar que la 

cepa silvestre posee 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 cepas (Fig. 4 D). Estos datos sugieren que en eta­

nol-amonio, la GD!I de la i.cepa,.silvestre pudiérn estar inhibida ".ln. v..i.vo•~ 

Con el. fin de analizar este fen6meno 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. S(B) muestra que estas 

cepas presentan un crecimiento similar en acetato. Sin embargo, a 

diferencia de lo que ocurre en etanol, la actividad de GDH en la 

cepa silvestre está muy disminuida (Fig. 5 C); las actividades de 

GOGAT son menores a las encontradas en glucosa Tabla z. esto podría 

sugerir que en esta condici6n el flujo de a-cctoglutarato hacia la 

síntesis de glut6mico es menor que en glucosa. Estos datos indican 

que cuando S. ceAev..i.~.lae se cultiva en una fuente de carbono no fer 

mentabl.e la GDH, no. juega un papel. importante en la asimilación de 

amonio·. 

La F~g~ 6, muestra l.as ~u~vaP ~e crecimiento de la cepa silvestre 



S288C y de 1a mutante GDH- en limitación de glucosa, como se pu~ 

de apreciar, ambas cepas presentan un crecimiento simi1ar, este 

comportamiento sugiere quo en esta condición la GDH tampoco juega­

un papel importante en 1a asimilación de amonio. 

Efecto ·de ·argurios ·cetciác:tdos ·sobre ·1a ·actividad de GDH-NADP. 

En 1a Fig. 7 (A) se presenta el efecto de algunos cetoácidos so­

bre la actividad de 1a GDH-NADP. Como se puede ver e1 glioxilato 

y el malato . son los inhibido res mas ·fuertes. mientras que el 

oxaloacetato. e1 isocitrato y el succinato ocupan una posición i~ 

termedia el piruvico no inhibe. Estas inhibiciones se obtuvieron 

disminuyendo 1a concentración de a-cetog1utarato que se uti1iza p~ 

ra el ensayo (ver pi~ de figura); La Fig. 7 (B) presenta las inhi­

biciones que se observan cuando se utiliza la concentración habi­

tual de a-cetoglutarato. En este caso, el glixilato es nuevamente 

el mejor inhibidor, mientras que el m~lico, succinico y oxaloacetico 

inhiben a concentraciones mas elevadas; en esta condición el is~ 

cítrico inhibe muy poco y por supuesto el pirurato no inhibe. Estos 

datos sugieren que 1a inhibición ·que pro.ducen estos cetoácidos pu­

diera ser de tipo competitivo. 



Tabla l. Pozas intracelulares de a-cetoácidos en 
'1 

la cepa silvestre SZ88C tratada con glioxílato. 

-
glioxilato piruvato a-cetoglutarato 

M M Tº 14.99 68.40 12.69 

20 1 11.61 51.44 9.61 

60 1 12.00 55.94 9.30 

3H 4.44 15.20 4.16 

6H 4. 72 4.67 2.00 

MM + glioxilato 

20 1 326.60 758.30 42.39 

60 1 532 .12 1500.00 25.32 

3H 264 .11 940.00 18.84 

6H 125.83 820.00 3.96 

Las celulas se incubaron durante 2H en~~! (Tº); posteriormente el cultivo se dividi6, 
y la mitad se trato con glioxilato (ZOmM). A los diferentes tiempos se tomó muestra de 

ambos cultivos, las ceiulas se lavaron con ~I y los extractos se prepararon como se 
describe en Métodos (Articulo). 



., 

Tabla Z. Actividad específica de GOGAT en la cepa silvestre 

S288C y en la mutante SA (GDH-NADP) cultivadas en acetato. 

szssc 

.012 

SA 

.018 

Las celulas se cultivaron durante 30h en ~~! + 2 \ de acetato 

de potasio. La actividad de GOGAT se determin6, siguiendo el 

metodo de Roon y Col. (1974). 
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DISCUSION 

·cuando" uria 1eva'tlura se :cu1tiva en aerobiosis e1 cic1o de ácidos 

tricárbox~1icos constituye 1a etapa final de ia oxidación de es­

quel:etos de carbono. Este ciclo cump1e el pape1 dua1 de propor­

cionar energ~a e intermediarios metab61icos. E1 a-cetog1utarato 

es uno de 1os intermediarios mas importantes que se producen co 

mo resu1tado de la operaci6n de este ciclo. Como se menciona en 

la Introducción, la deshidrogcnasa glutámica -NADP dependiente, 

cataliza la síntesis de ácido glutamico a partir de amonio y 

a-cetoglutarato. Por lo tanto, la asimilación de amonio, constit~ 

ye el proceso metab61ico en donde se reunen el metabolismo de ni­

trógeno y de carbono. En virtud de que en ciertas condiciones fi 

siológicas, el ciclo de ácidos tricarboxílicos representa el me­

canismo más importante para la producción de energía, es evidente 

que la utilizaci6n de los intermediarios que se producen durante 

su funcionamiento, debe ser finamente regulada. Es decir, la nat~ 

raleza cíclica de esta vía metab6lica no permite la utilización 

excesiva de intermediarios, sin que esto resulte en una disminuci6n 

severa de la producción de energía. 

En este trabajo se han presentado evidencias que indican que el 

glioxílato es un modulador negativo de la citrato sintasa y por lo 

tanto un modulador del flujo y de la concentración intracelular de 

intermediarios del ciclu. lil catabolismo <le glixilato procede por 

el ciclo de ácidos dicarboxílicos. En este ciclo participan las 

siguientes enzimas: malato sintasa, malato deshidrogenasa, fosfop~ 



ruvato carboxiq~inas~. pir~v~to q~in~~~ y _pir~v~to de~hidrogenasa. 

du~ante e1 funcionamiento de ~~te ~i~1o.· se coris~me g1ixi1ato y 

se regenera aceti1 CoA(Kornberg. "1966); En presencia de g1ucosa. 

1a actividad de casi todas. 1as enzimas que participan en c1 cic1o 

de1 g1ioxi1ato no disminuye particu1armente. inc1usive 1a activ~ 

dad de 1a ma1ato deshidrogenasa es considerab1emente a1ta (Po1akis 

& Bart1ey. 1965) .• So1umonte 1a actividad de 1a ma1ato sintasa di~ 

minuye considerab1emcnte (Po1akis & Bart1ey. 1965). Esta enzima 

cata1iza 1a condensaci6n de acetil CoA y g1ioxilato. produciend~ 

se ma1ato. En estas condiciones. 1a inhibici6n de 1a citrato sin 

tasa por g1ioxilato podría resu1tar en una e1evaci6n de 1a concen 

traci6n de aceti1 CoA. que permitiera 1a síntesis de ma1ato. a6n 

en presenci~ de una baja actividad de ma1ato sintasa. La inhibi-

ci6n de 1a citrato sintasa. seguramente resu1ta en una disminuci6n 

en e1 f1ujo a traves de1 cic1o de Krebbs y por supuesto en una 

disminuci6n de intermediarios. E1 hecho de que el glioxi1ato tam­

bi6n reduzca 1a uti1izaci6n de a-cetog1utnrato a1 inhibir a la 

GDH-NADP. podria verse como un mecanismo para equilibrar e1 consu 

mo y 1a producci6n de este intermediario, de tal forma que se pr~ 

servara e1 funcionLtmiento de1 ciclo de ácidos tricarboxí1ico-. que 

en estas condiciones es e1 proveedor de energía. Nuestros datos a 

poyan 1a hip6tesis de que en estas condiciones la asimi1aci6n de 

amonio y. 1a síntesis de ácido g1ut{11nico corren por cuenta de 1a 

vía GS-GOGAT. Dado que 1a GOGAT es· una enzima de a1ta afinidad y 

poca capacidad estn proposición ~irecc razonab1c. 

Las consideraciones que hemos presentado. nos han permitido prop~ 



ner, que cuando S. ce..1t.e.v.l.!>..la.e. se cu1tiva en fu.entes de carbono 

no fermentab1es, condici~n fisio1~gica, en donde e1 cic1o de á 

cides tricarbox~1icos es e1 proveedor principal de energía e in 

termediarios, e1 glutamico se sintetiza v~a COCAT, ya que la CDH­

NADP, enzima de alta capacidad, podr~a depletar la poza de a-cct~ 

glutarato, interrumpiendose así el aporte de energía e intermedi~ 

rios. Nuestros datos indican que este podría ser el caso, ya que 

una mutante alterada en la actividad de CDH-NADP, presenta un 

tiempo de duplicaci6n igual al de la cepa silvestre, cuando ambas 

se cultivan en etanol o acetato. La actividad de GDH en la cepa 

silyestrc cultivada en etanol es elevada; sin embargo, el hecho 

de que en esta condici6n esta cepa crezca igua1 que la mutante 

GDH nos permite suponer que esta actividad pudiera estar inhib~ 

da .ln v.lvo. Arreguin & Kappeli (1987), han encontrado que en pr~ 

sencia de etano1, la actividad de la ma1ato deshidrogenasn aumenta 

considerablemente; este aumento podría resultar en un incremento 

de la poza de oxaloacetato, que hemos encontrado inhibe a la GDH­

NADP. Por otro lado, en esta condici6n, también se aumenta la a~ 

tividad de la isocitrato liasa y malato sintasa (González, 1977) 

que dan como resultado la síntesis de glioxilato y suceinato que 

tambiéri inhiben a la GDH-NADP. En acetato la actividad de la GDH-

NADP está reprimida, y en esta condici6n es claro que la via 

GS-GOGAT sería la responsable de asimilar amonio y sintetizar gl:!!_ 

támico. Sin embargo, es interesante observar que en esta candi-

ci6n la actividad de GOGAT es ~~ja. Esto podría sugerir que esta 

disminución en GOGJ\T pudiera formar parte del mecanismo de prote~ 



ci6n de. l.a poz~ de a-cetogl.?-t8:r8:to •. En rel.aci~n 0;. l.a natural.eza 

del. efe.ctor que reprime. la activid~d de. l.a. GDH-NADP, Bogonez: y :G:ól.. 

l.985) han reportado ·que en acetato,. l.a. GDH-NADP se reprime debido 

a una acumul.aci6n excesiva de amonio·. ~ue de ser asimilado, depl~ 

taría l.a poza de a-cetoglutarato. 

Aparentemente, existen diferentes mecanismos que mantienen baja 

l.a actividad de GDH-NADP; en etanol se inhibe y en acetato se re­

prime. Esta diferencia resul.ta interesante, ya que cuando s. ce~~ 

v~•~ae se cultiva en gl.ucosa, el. etanol que se produce por ferme~ 

taci~n. es excretado al. medio y posteriormente es utilizado. En 

esta condici6n, la inhibici6n de la GDH-NADP por el propio etanol 

permitiría una adaptaci6n rápida a esta nueva condición de creci­

miento. En acetato, la represi~n sería un mecanismo mas eficiente, 

ya que aparentemente esta es una fuente de carbono sumamente po-

bre y la represión de la GDH garantiza un control. estricto del fl.u 

jo de a-cetogl.utarato hacia la síntesis de glutamato. 

Cuando la l.evadura se cultiva en limitación <le gl.ucosa, la energía 

provendria de glicolisis y Krebbs, ya que Brown y Johnson (1970), 

han reportado que en baja glucosa la fermencaci6n es baja. En esta 

condici6n, nuevamente, el ciclo <le ácidos cricurboxílicos resulta 

un importante generador de energía y por canto, las pozas de inte~ 

mediarías no deben ser desviadas a la síntesis de otros compuestos. 

Dado que en esta condición, l.a cepa silvestre y l.a mutante GDH 

crecen con el. mismo tiempo de duplicación, posiblemente esta enzima 

también esté inhibida. . . 

Cuando. se probó el efecto de diferentes cetoácidos sobre l.a activ.!_ 
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dad de. GDH, se encontr~ q~e. 19; m°:y~r~°: .de. 1o~. intermediarios de 

Krebbs y .de1 cic1o de1 gliox~1°:to inhiben; este hecho resu1ta i~ 

representar un sistema muy p1astico. Es 

decir. en diferentes condi~iones fisio1~gicas~var{a 1a concentr~ 

ci~n de intermediarios y el hecho de que estos inhiban a 1a GDH. 

aseguraria un contro1 m~s fino. Por otro lado 1a posibilidad ~e 

que esta inhibición fuera competitiva permitiría que esta regul~ 

ci6n pudiera ser amortiguada por la poza intrace1ular de a-cato-

glutarato. 

Finalmente. el hecho de-que el piruvato no inhiba a 1a GDH permi­

te, que en condiciones en donde e1 cic1o de Krebbs no juega un p~ 

pe1 como generador de cnerg~a, e1 flujo de a-cetog1utarato so de­

rive hacia 1a ~intesis de g1utamico. En microarofi1ia por ejemp1o. 

se acumu1a ácido pirurico. 

Como se ha mencionado anteriormente. 1a función de la GOGAT so1a-

mente ha sido ac1arada en algunos microorganismos (Tempest y Col. 

1970; Loomnitz y Col. 1987). Nosotros proponemos que en S. c.~.11.ev:f. 

-O~ae la vía GS-GOGAT, juega un papel importante cuando la 1evadu­

ra se cu1tiva en exceso de amonio y en fuentes de carbono no fer­

mentab1es, 1a función de esta via sería 1a asimi1aci6n de amonio y 

de glut4mico ~uando e1 cic1o de ácidos tricarboxílicos es el pri~ 

cipa1 proveedor de encrgia. Esta función no ha sido propuesta an­

teriormente. No se excluye la posibilidad de que 1a GOGAT también 

juegue un pape1 importante en exceso de glucosa, posib1ementc si­

mi1ar a1 descrito para N. c..11.a-0.0 •. por Lomnitz y Co1. (l.987). 

Por otro 1ado. e1 hecho de que 1a actividad de GDH-NADP ·pueda ser 

inhibida por u~<crcntes cetoácidos; permite suponer que en algu-



nos microorganismos, en don~e ~e conoce que en 1imitaci~n de am~ 

nio participa 1a GOGAT, 1a inhibición de 1a GDH sea e1 mecanismo 

que permita e1 funcionamiento a1ternativo de 1a via GS-GOGAT VS 

GDH-GS. 

l'fi ?..~t' 
BiGLJG Tf.C~ 
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CONCLUSIONES 

1. - ;E1 gl.ioxíl.ato regu1a coo_rd·inadamente e1 metabol.ismo de carb~ 

no y 1a asimi1aci6n de amonio. 

Z.- La vía GS-GOGAT es l.a encargada de asimil.ar amonio y sinteti 

zar ficido gl.ut4mLco en exceso de amonio y l.imitacibn de car­

bono; es decir cuando el. cicl.o de ácidos tricarboxí1icos cons 

tituyc 1a vía mas importante para generar energía. 

3.- La actividad de l.a GDH-NADP es sensibl.e a inhibici6n por cetoá 

cidos. 
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