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1.1. LAS LEVADURAS COMO SISTEMA MODELO EN LA BIOQUIMICA

De todos los animales que habitan el mundo, el hombre es
el único que trata de comprender su entorno. En base a esa
voluntad fue seleccionando una serie de métodos para, no só
io limitarse a comprenderlo o conocerlo, sino también inte:
raccionar con él,con el fin de lograr un mejoramiento en
sus propias condiciones de vida.

Esa acumulación de conocimientos y métodos, que forman
parte de la ciencia, resultan ser entonces una actividad
esencialmente humana. Dentro de este contexto la Bioquímica
puede considerarse, no sólo como un cuerpo de conocimientos
definidos por los textos o un conjunto de técnicas de labo
ratorio, sino mas bien, una actividad humanapara explicar
y comprender nuestro entorno o a nosotros mismos (1).

Las caracteristicas de la ciencia conducena los cienti
ficos, a utilizar una serie de sistemas modelos, que permi
ten comprobary refutar las distintas hipótesis y princi
pios, en condiciones en que esas determinaciones puedan ser
reproducidas por otros investigadores.

En Bioquímica, algunos sistemas modelos se mostraron ade
cuados en circunstancias en que el desarrollo de las técni
cas no permitía utilizar otros, con mayorgrado de compleji
dad. De los sistemas existentes, los virus, las baterias y
las levaduras son los de más simple manipulación y los más
conocidos (2).

El hombre se familiarizó con las levaduras a través de
su utilización en diversos procesos fermentativos. Los sume
rios y los babilonios las utilizaron ya en el año 6000 an
tes de Cristo. Estos pueblos aprovecharon la capacidad de
las levaduras para transformar compuestos orgánicos y obtg
ner bebidas alcohólicas. Los egipcios las utilizaron para
fermentar el pan y en ei Génesis pueden encontrarse referen
cias a la producción de vino.



sin embargo, en todos los casos se consideraba a la 1e
vadura comoun material inerte que transmitía su inestabi
lidad al compuesto orgánico que transformaba. A este respeg
to, se puede mencionar que la síntesis de etanol en el la
boratorio, por Hennell en el año 1827, no produjo el impac
to alcanzado por la sintesis química de urea. por Wohler,
casi un año después (3).

Fue a partir de los trabajos de Pasteur, que las levadu
ras comenzaron a considerarse un organismo vivo. Pasteur
propuso que el proceso de fermentación proporcionaba ener
gía a la especie en que ocurría. Esta observación condujo
luego al descubrimiento del metabolismo celular por parte
de Buchner en 1897. utilizando extractos de levadura, li
bres de células.

Las levaduras crecen en medios de cultivo simples, los
que pueden modificarse para permitir la expresión del feng
tipo deseado. Tambiénpresentan un rápido crecimiento.pu
diendo duplicar su masa en 90 minutos. De esta forma, se
obtienen poblaciones homogéneasde células, que posibili
tan el estudio de sus características bioquímicas y genéti
cas en intervalos cortos de tiempo.

su contenido en ADN,tres veces mayor que en E.coli y
casi mil veces menor que en células de vertebrados superig
res, facilita la aplicación de las técnicas de ADNrecombi
nante.

A diferencia de las bacterias, son eucariotes inferio
res que poseen cromosomas contenidos en un núcleo; por lo
tanto los procesos de transcripción y traducción ocurren
en compartimientos físicamente separados. Esta diferencia
hace que las células de levadura resulten un modelo apropig
do para inferir funciones en las células de organismos eu
cariotes superiores.

De las diferentes especies de levaduras, la más estudia
da y conocida, desde el punto de vista bioquímico y genéti
co, es la saccharomycescerevisiae. Estas levaduras obtie
nen la energía para su crecimiento tanto en condiciones



anaeróbicas comoaeróbicas.
si bien es cierto que estas células llevan a comprender

la función de los genes en organismos más complejos, cada
conclusión debe ser eventualmente comprobadadirectamente
en el organismo superior.

1.2. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS LEVADURAS

Las células de levadura presentan las caracteristicas de
compartamentalizacióninterna de las células eucariotes;las
propiedades y funciones de los componentes de la barrera de
permeabilidad del núcleo celular. sus mitocondrias y las v3
cuolas han sido extensamente estudiadas.

Rodeandola membranacitoplasmática, las células poseen
una gruesa y compleja mezcla de proteinas alargadas, entre
cruzadas con polisacáridos que constituyen la pared celular
(4). La existencia de esta barrera impidió que se realiza
ran algunas investigaciones en las células enteras. sin em
bargo, esta desventaja puede revertirse por la remoción de
la pared mediante un tratamiento con enzimas liticas, origi
nando células que son completamente libres de pared, que se
denominanprotoplastos. Si conservan restos de pared se de
nominanesferoplastos.

La nueva estructura al perderla pared, que regula entre
otras propiedades su estabilidad osmótica, debe mantenerse
en un medio con alta concentración de un soluto no permea
ble.

Entre la pared y la membranacitoplaemática se encuentra
una región denominada espacio periplasmático que contiene
enzimas, que intervienen en la degradación de moléculas y
proteínas, que participan en procesos de transporte a tra:
vés de la barrera de permeabilidad (5-11).

Cada célula de levadura puede contener entre 10 y 50 mi
tocondrias distribuidas a través de su citoplasma, repre



sentando aproximadamenteel 10 porciento del peso celular.
Unacaracteristica de las levaduras es que pueden introdu
cirse mutaciones y transformar el material genético de sus
mitocondrias y obtener mutantes deficientes respiratorias
que carecen de citocromos, por lo tanto de la operación de
la cadena de transporte de electrones y de la fosforilación
oxidativa acoplada. La mutación no afecta el ADNnuclear
(12).

En esas mutantes la energia metabólica se obtiene por el
proceso glucolítico citoplasmático. A su vez,las mitocon
drias aisladas pueden introducirse en protoplastos prove
nientes de levaduras que carecen de mitocondrias funciona
les (13), estudiandose de esta forma la genética de las mis
mas con técnicas similares a las usadas para estudiar genes
nucleares.

.Dentro de las vacuolas las levaduras acumulan aminoácidos
principalmente básicos, en forma muyeficiente. Desde el
punto de vista fisiológico esta capacidad resulta importan
te cuando se someten las células a una condición de ayuno
nitrogenado. En ese caso.la salida de los aminoácidos acumu
lados permite su utilización comofuente de nitrógeno, en
diversos procesos metabólicos (14,15).

Las levaduras contienen además peroxisomas que entre
otras funciones, debido a la presencia de catalasa, impiden
que el peróxido de hidrógeno alcance niveles tóxicos dentro
de la célula (16).

Algunas de las proteínas que forman parte del citoesque
leto de las células de los organismos superiores,también se
han encontrado en las levaduras (17).

1.3- CRECIMIENTO DE LAS CELULAS DE LEVADURA

Comoorganismos heterótrofos, las células de levadura
utilizan carbohidratos y una variedad de otros compuestos



orgánicos comonutrientes. De todos estos compuestos, deri
van los esqueletos carbonados, necesarios para sintetizar
los constituyentes celulares y la energia requerida por las
reacciones biosintéticas.

El transporte de estos nutrientes exógenos, al interior
de las células, constituye entonces el primer paso para su
utilización posterior. Los nutrientes se incorporan por pro
cesos de difusión simple, difusión facilitada o de transpor
te activo. 

El primer proceso no es muy común como mecanismo de trans
porte en levaduras y está gobernado por la ley de acción de
masas. La difusión facilitada, es mediada por una proteina
transportadora, que participa en el proceso de transporte
a través de la membranacitoplasmática. El tercer mecanismo,
en forma análoga al segundo proceso. es mediado por un trans
portador. Unacaracterística que lo distingue de ios otros
mecanismos es el requerimiento o aporte de energia, que ha
ce posible la acumulación de metabolitos en la célula, con
tra gradientes de concentración. Los nutrientes pueden a1
canzar concentraciones 25 a 30 veces mayores que las del me
dio externo (18). comoresultado del acoplamiento energéti
co. los sistemas de transporte activo son sensibles a los
inhibidores del metabolismoenergético de la célula.

El conocimiento de los sistemas de transporte ha sido pg
sible a través de aproximaciones biofísicas, biOquImicasy
genéticas.

En los estudios bioquímicos, ias determinaciones han si
do usualmente analizadas con alguna forma de ecuación de
Michaelis-Menten y comparando las modificaciones observa
das en los parámetros cinéticos del proceso de entrada en
presencia de competidores e inhibidores.

La aproximación genética es muyimportante en levaduras,
teniendo en cuenta la posibilidad de obtener y aislar mutan
tes deficientes en transporte. utilizando mutantes apropia
das, es posible indagar y conocer las caracteristicas del
proceso en casos donde funcionen múltiples sistemas de trans



porte. Debido a que el transporte es un proceso complejo,
que requiere la participación de productos de varios genes,
no puede asumirse directamente que la mutación afecte, so
lamente a la proteína de transporte.

1.3.1. Transporte de carbohidratos

Diversos carbohidratos son utilizados por las células
de levadura comofuente de carbono. Los sistemas de trans
porte más estudiados son los correspondientes a los monoy
disacáridos; en particular se han caracterizado los siste
mas que median el transporte de D-glucosa, D-fructosa, D-mg
nosa, D-galactosa, sacarosa, maltosa y trehalosa (19-24).

Aunqueel acetato, lactato, piruvato, glicerol y etanol,
se utilizan comofuente de carbono. por las células de
s.cerevisiae, sus sistemas de entrada no han sido suficien
temente estudiados (18).

1.3.2. Fuentes de nitrógeno

El nitrógeno es un elemento esencial para el metabolismo
celular, que se encuentra en muchos compuestos simples y en
casi todas las macromolóculas de las células vivas. No debe
resultar sorprendente entonces.que una elevada proporción
de la actividad celular está relacionada con la incorpora
ción y asimilación de nitrógeno.

La glutamina es el dador más importante de nitrógeno pa
ra la levadura y muchas otras células eucariotes. Cuandose
encuentra presente en un medio de cultivo, o en su reempla
zo glutamato o amonio, sirve preferentemente comofuente de
nitrógeno (25).

Si estas fuentes de nitrógeno eáán ausentes o en cantida
des limitadas, la célula expresa genes cuyos productos le
permiten utilizar muchasy diversas fuentes de nitrógeno



que incluyen nitritos, nitratos. bases púricas, ácidos nu
cleícos, proteínas y aminoácidos (25-28).

La utilización de los aminoácidos del medio externo, co
mo fuente de nitrógeno o como componentes básicos de las
proteinas, involucra su transporte al interior celular, se
guida por una remoción del grupo a-amino (desaminación y
transaminación) o una incorporación directa a proteínas.

En el caso del glutamato, éste puede ser utilizado como
fuente de nitrógeno y también de carbono, además de proveer
energía. A partir del glutamato la célula obtiene amonioy
a-cetoglutarato. Este último compuesto, puede ser metaboli
zado en el ciclo de los ácidastricarboxílicos, para produc
ción de energía e intermediarios en la síntesis de cadenas
hidrocarbonadas (29).

Las células de levadura poseen dos glutameto deshidroge
nasas, una NAD*-dependiente y otra NADP+odependiente. La
primera tiene alta actividad en medios en que el glutamato
u otros aminoácidos son utilizados comofuente de nitrógeno;
en ese caso exhibe las características de una enzima catabó
lica. En cambio. laglutamato deshidrogenasa-NADP+actúa en
reacciones biosintéticas (29).

El glutamato es a su vez, uno de los productos de las
reacciones de transaminación de muchos aminoácidos, los cua
les reaccionan con el a-cetoglutarato para producir un a-cg
toácido y glutamato; de ahí el papel central del glutamato
en la distribución celular del grupo a-aminoy la utiliza
ción del nitrógeno.

El ión amonio constituye otra fuente de nitrógeno para
las celulas de levaduras. Para el conocimiento de su trans
porte RooryH.y'Larimore, F.usaron metilamina que no es meta
bolizada por las células (30-33).

La incorporación de metilamina es mediada por un sistema
de transporte activo con un pH óptimo de 6,0-6,5, sugirien
do que es el ión amonio cuaternario el acumulado. El siste

ma exhibe un KMde valor igual a 0,2 mMy concentra la me
tilamina 850-1000veces. Para ser funcional, el proceso re



quiere glucosa y es inhibido por carbonilcianida 3-clorof3
nilhidrazona (CCCP), 2,4-dinitrofenol (DNP)y Dio-9. se ha
propuesto la existencia de dos o tres sistemas para el
transporte de amonio, teniendo en cuenta la obtención de
gráficos bifásicos de Lineweaver-Burk, para la velocidad
de incorporación en función de concentraciones crecientes
de metilamina y el aislamiento de mutantes resistentes a
metilamina. El bajo KM,del sistema transportador, le
permite estar siempre saturado en medios con amonio como
fuente de nitrógeno y su concentración externa sólo puede
resultar limitante cuando su valor es menor a 20 mM(15).

1.3.3. Transporte de vitaminas e iones

Las células de s.cerevisiae poseen además sistemas de
transporte que le permiten acumular vitaminas, comotiami
na, biotina, riboflavina, inositol y colina (34-41).

Los aniones inorgánicos fosfato y sulfato (42-44) y los
cationes divalentes magnesio, manganeso, cobalto, zinc,
niquel,ca1cio y estroncio son transportados por sistemas
de transporte activo (45). El ión potasio posee sistemas
de transporte, siendo ademáscotransportado con el anión
fosfato (46).

El transporte de iones amonio puede estar asociado con
el de fosfato y/o la incorporación de sulfato, ya que este
anión es también cotransportado con una variedad de catio
nes. se ha sugerido a éste comouno de los tres sistemas
propuestos para el ión amonio (47).

1.4. SISTEMAS DE TRANSPORTE DE AMINOACIDOS

En microorganismos eucariotes, los sistemas de transpor
te parecen representar un compromisoentre los sistemas de



bacterias, con una limitada especificidad, para aminoáci
dos individuales o pequeños grupos de aminoácidos, estruc
turalmente relacionados, y los sistemas en células anima
les, de amplia especificidad. Los microorganismos eucario
tes, generalmente poseen dos tipos de sistemas de transpor
te para aminoácidos: sistemas que son especificos para un
aminoácido o un grupo de aminoácidos estructuralmente relg
cionados y sistemas inespecificos, que transportan un gran
número de aminoácidos diferentes.

La existencia de distintos sistemas de transporte, con
especificidad de sustratos parcialmente superpuesta y su
operación simultánea, dificulta el estudio del transporte
de cada aminoácido en particular.

Los sistemas de transporte de los microorganismos euca
riotes medianflujos de sustratos, prácticamente unidirec
cionales, del medioexterno al interior celular, a difereg
cia de lo observado en los sistemas de bacterias y de celu
las de mamíferos (48,49).

En levaduras, el análisis oinético y los datos genéticos
permiten clasificar a los sistemas de transporte de aminoé
oidos en dos grupos: sistemas adaptativos y sistemas cons
titutivos (25).

1.4.1. sistemas de transporte adaptativos

En saccharomycescerevisiae, se han descripto tres sis
temas d; transporte en los cuales la actividad y/o la
sintesis de sus componentes, está regulada por la fuente
de nitrógeno del medio de cultivo. Ellos son: el sistema
de la permeasa general de aminoácidos, GAP.el sistema pa
ra L-prolina, PUT4,y un sistema inducible para el aminoá
cido L-serina.



1.4.1.1. Permeasa general de aminoácidos

En los primeros trabajos realizados en el estudio del
transporte de aminoácidosen s.cerevisiae surdin,ï} y col.
(50,51) observaron que las mismas incorporaban numerosos
aminoácidos que competían entre si en el proceso de entra
da; además detectaron un alelo recesivo, agp, en otra fami
lia de cepas en que la velocidad de entrada de todos los
aminoácidos estaba disminuida. Por estos resultados los
investigadores propusieron la existencia de un sistema co
mún de transporte o permeación.

Trabajos posteriores de Grenson, H. y col, establecieron
la base genética para el transporte de aminoácidos utili
zando una serie de cepas isogánicas. La utilización de mu
tantes obtenidas a partir de una mismacepa silvestre, evi
ta las fluctuaciones que pueden presentarse en los resulta
dos experimentales, debido a diferencias genéticas entre
diferentes cepas silvestres.

Utilizando distintas cepas (52) Grenson detectó el locus
Epi, y propuso la existencia de un sistema comúnpara la
entrada de la mayoría de los L y D aminoácidos, al que de
nominó permeasa general de aminoácidos. GAP(53).

La actividad del sistema GAPes baja en células crecidas
en medios con una fuente rica de nitrógeno como amonio,
glutamina o asparagina, mientras que con una fuente pobre
de nitrógeno, comoel aminoácido L-prolina, 1a actividad
resulta aumentada.

El sistema GAPexhibe valores altos de vmax, entre 20 y
40 nmoles/min.mgproteina y tiene amplia especificidad pa
ra la mayor parte de los L y D aminoácidos básicos. neu
tros y ácidos. El sistema transporta preferentemente aming
ácidos con el grupo u-amino no sustituido; probablemente
ésta es la razón por la cual la GAPmedia el transporte de
L-prolina con baja afinidad y transporte eficientemente
análogos de aminoácidos naturales comoS-N-cloroacetil-L
ornitina o E-N-butiril-L-lisina (54.55).



Las mutantes defectivas para el transporte de aminoáci
dos mediado por la GAP. se detectaron y seleccionaron en
base a su crecimiento extremadamentelento, en L-citrulina
comoúnica fuente de nitrógeno (53) o su resistencia al
análogo tóxico D-histidina, en un medio con el aminoácido
L-prolina comofuente de nitrógeno (56).

1.4.1.2. Transporte de L-prolina

El aminoácido L-prolina es deficientemente transportado
por la GAP.su cinética de incorporación fue estudiada y des
cripta por Brandiss, M. y col, quienes demostraron que la
entrada es mediada por dos sistemas (57-59). El sistema de
alta afinidad exhibe para su actividad, un pH óptimo de
5.8-5.9. su actividad y síntesis está regulada por la fuen
te de nitrógeno en el medio de cultivo. Dos tipos de mutan
tes, defectivas en el transporte de L-prolina. se aislaron
en base a su resistencia a análogos tóxicos del aminoácido.
Un tipo de mutantes presenta el fenotipo de la mutación 22;,
descripta por Grenson, m. El otro tipo, designada put, cre
ce en forma similar a la cepa silvestre, en medios contenien
do altas concentraciones de L-prolina, (0,1%) comoúnica
fuente de nitrógeno.

Estos resultados concuerdan con la existencia de un se
gundo sistema de transporte, de baja afinidad, propuesto
teniendo en cuenta los resultados cinéticos.

1.4.1.3. Transporte de L-serina

El sistema de transporte de L-serina es regulado por la
fuente de nitrógeno del medio de cultivo, su capacidad es
muy baja en presencia de amonio y aumenta sustancialmente
en células crecidas con L-prolina comofuente de nitróge
no (60,61). sin embargo, los resultados obtenidos indican



que el sistema involucrado no es el sistema GAPy que la
regulación del mismopuede tener lugar en forma indepen
diente de la presencia del sistema GAP.

1.4.2. sistemas de transporte constitutivos

cuando células de cepas silvestres crecen en medios con
teniendo amonio comoúnica fuente de nitrógeno, la incorpo
ración de aminoácidos depende de varias permeasas que no _
están sujetas a la represión catabólica de nitrógeno (25).

En estas condiciones de crecimiento se han descripto
sistemas específicos para L-arginina, L-lisina, L-histidi
na, L-metionina, L-leucina. L-asparagina, L-glutamina y
L-glutamato (62-70). Los aminoácidos L-arginina y L-lisina
comparten un sistema de transporte y además la L-lisina es
transportada en forma específica por un sistema de bajo va
lor de KM.

La existencia de estos sistemas independientes se con
firmó utilizando mutantes designadas 2221 y ¿{21, aisla
das en células resistentes a los análogos tóxicos de L-ar
ginina (L-canavenina) o L-lisina (L-tiosina). Posteriormeg
te el gen CAN1fue aislado y clonado, mapeado sobre el bra
zo izquierdo del cromosoma V y se construyó un mapa gene
tico del locus CAN1(71-75).

Para el aminoácido L-leucina, Ramos. E. y col. han des
cripto, en células crecidas en medio Wickerham(48,67). la
existencia de dos sistemas para el transporte del aminoáci
do. Un sistema de alta afinidad, baja velocidad máxima, de

nominado s1 y un sistema de baja afinidad y alta velocidad
máxima, denominado 82.

Los sistemas s1 y 52 están caracterizados por sus pará



metros cinéticos K siendo este último dependienteT y Jmax
del estado metabólico de las células. Estos sistemas pue
den caracterizarse en protoplastos preparados a partir de
células enteras, sin modificación en los valores de KT
(76), lo que sugiere que las entidades relacionadas con
la afinidad de los sistemas están localizadas en la mem
brana plasmática.

El estudio de las propiedades de los sistemas de trans
porte demostró que el proceso de entrada involucra: 1, el
reconocimiento especifico de la molécula a transportar por
un componentede la barrera de permeabilidad; 2, la trans
locación del aminoácido a través de esa barrera; 3, el
acople a un sistema generador de energía libre de Gibbs y
4, la liberación del aminoácidoal mediointracelular.

Además.en el estudio de los requerimientos energéticos
para la incorporación de L-leucina se encontró que los
sustratos capaces de activar la transferencia mitocondrial
de electrones y la fosforilación oxidativa (48) estimulan
el transporte concentrativo del aminoácido.

Ensayos realizados con cepas silvestres y mutantes de
ficientes respiratorias permitieron demostrar que en celu
las competentesrespiratorias, la mitocondria contribuye
a la incorporación de L-leucina aportando compuestos de
alta energía.

comose describió, las mutantes deficientes respirato
rias obtienen energía a través de la vía glucolítica. Las
mutaciones presentes en las mitocondrias de estas células
dan comoresultado organelas carentes de citocromos 3:33
y B. necesarios para el funcionamiento de la cadena de
transferencia de electrones mitocondrial y la fosforila
ción acoplada. Estas mutaciones citoplasmáticas no mues
tran segregación Mendeliana durante la mitosis, que caras
terizan a los genes nucleares (77.78).

14



1.5. REGULACION DEL PROCESO DE TRANSPORTE

La actividad de los sistemas de transporte de aminoáci
dos de los microorganismos eucariotes, está sujeta a dos
mecanismos de regulación que involucran el proceso de bio
sintesis de las proteinas componentesde los sistemas y
que afectan la velocidad de los mismos.

Mientras que la represión y la inducción son, probable
mente, los únicos mecanismosde regulación del primer tipo,
en el segundo caso los mecanismosabarcan la inactivación,
1a transinhibición, la retroinhibición. la inhibición por
sustrato y 1a regulación que se ejerce por compartamentali
zación intracelular de los nutrientes incorporados (25).

1.5.1. Inactivación y represión de los sistemas GAPy PUT4

Dos clases de mutantes tuvieron un papel importante en
los intentos por establecer los mecanismosregulatorios de
los sistemas GAPy PUT4: 1, mutantes con defectos en los
locci GDHAy GDHCRy 2. mutantes defectivas en los locci
MUTZ, MUT4. PGR. NPR1 y PER1.

En el caso de la permeasa general de aminoácidos. GAP.
no se observa actividad de la mismaen células crecidas
con amonio comofuente de nitrógeno, mientras que la acti
vidad es máximacuando el aminoácido L-prolina es la úni
ca fuente de nitrógeno del medio (53).

La disminución de la actividad de la GAP,al agregar
iones amonio a un medio de cultivo, es la consecuencia de
la operación de dos mecanismosregulatorios distintos,
por el hecho que éstos pueden perderse separadamente, como
resultado de mutaciones (15).

El mecanismomás simple para la resistencia al amonio
es una disminución en la actividad de transporte del mis
mo. como sucede en las mutantes mep-1 en que 1a GAPes



activa (47).
La mutación gdhA' afecta el gen estructural para la

NADP*-glutamatodeshidrogenasa anabólica (79). En la mutan
te hay una disminución del efecto del ión amonio sobre la
actividad de 1a GAP,sugiriéndose que el a-cetoglutarato
o el NADPHpuedan actuar como activadores del sistema, o
el de NADP+como inhibidor. sin embargo, no se observan
cambios significativos en la concentración de estos posi
bles efectores en las mutantes gdhA' (80,81) Estos resul
tados han dado origen a considerar que la NADPÏ-glutamato
deshidrogenasa pueda actuar comoproteína reguladora. En
cambio, las mutaciones en el locus gdhCRpodrian afectar
un gen que codifique a un represor general. Aunque 1a mu
tación desreprime la GAP,no tiene un efecto detectable
sobre 1a actividad, debido a que el sistema no ha sido li
berado del segundo mecanismo de control (82).

Otro de los efectos de la mutación gdhCRes suprimir el
proceso de inactivación relacionado con 1a actividad de
la glutamina sintetasa (83). La acumulación resultante de
glutamina, en estas cepas, originaria la inhibición de la
GAP. Esta idea está apoyada en que, cuando se introduce
una mutación glnts, que limita la formación de glutamina
debido a la termosensibilidad de 1a glutamina sintetasa,
se restablece la actividad de la GAP.en presencia de io
nes amonio.

En las mutantes alteradas en los locci 5333, muii o
Egg, en crecimiento en medio conteniendo L-prolina, el
agregado de iones amonio mantiene la actividad preexisten
te de la permeasa, mientras que no se observan incremen
tos posteriores. En el caso de la mutación pgs, el efecto
está restringido a la GAPy se considera que la mutación
modificaría un sitio receptor para el control negativo
mediado por los productos de los genes 233g y 2331 (84).

La formación de una GAPactiva requiere entonces, 1a
integridad de dos locci genéticos sin conexión, denomina
dos genes gap1 y npr1.
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Las mutaciones en el locus 5321 inactivan específicameg
te a la GAPy parecen afectar el gen estructural para esta
permeasa. En el caso de la mutación anl, tiene un efecto
pleiotrópico sobre permeasas sensibles al amonio (85).Los
datos disponibles sobre la regulación de la GAPhan sido
interpretados por Grenson, M.canossmuestraen el siguiente
esquema:

gen 5321
PGR

l

GDHCR+ /" i
¿lutamina mARNGAP1

PGR l

proteína GAP]activa
NPR1 MUTZ'MUT4 +

aminoácidos
proteína GAP1inactiva

De acuerdo a esto,en células crecidas en medio conte
niendo L-prolina comofuente de nitrógeno, la GAPes sintg
tizada pero inactivada por los mecanismos de control MUTZ
MUT4,que actúan a nivel del sitio Pan de la permeasa.
cuandolas células alcanzan el estado estacionario,inter
viene el producto de NPR1alcanzándose un equilibrio entre
estos dos efectos.

La adición de iones amonio, en ese caso, produce una
progresiva disminución en la actividad preexistente de la
GAP, por el sistema MUT2-MUT4,debido a que los iones amo
nio o algún derivado inactiven o repriman la síntesis de
la proteína de control NPR1,no excluyéndose la posibili
dad que estimulen el sistema MUT2-MUT4.

Ademásde esta regulación por inactivación de la GAP.un
segundo mecanismoregulatorio reprimiria la síntesis de 1a
permeasa en células silvestres crecidas en medios conte
niendo amonio. Esta represión parece estar mediada por
GDHCR,que puede inhibir la transcripción del gen 5321 o



el procesamiento o la traducción del mARNGAP1. o aún, a1
guna modificación postraduccional, necesaria para sinteti
zar una GAPactiva. En base a los resultados obtenidos con
las mutantes glnts, se considera que la glutamina puede
actuar como un efector del mecanismode represión.

En la regulación de la actividad de la permeasa de alta
afinidad para L-prolina se considera que Opera el mismome
canismo de doble control que en la GAP(82,85). El aisla-
miento de mutantes defectivas en el transporte a través
del sistema de alta afinidad, permitió determinar que la
mutación afecta un locus denominado2331 (58).

La permeasa no es inducida por L-prolina, en contraste
con el efecto del aminoácido sobre las dos enzimas que in
tervienen en el catabolismo del mismo(57,86,87).

En un estudio sobre la regulación por amonio, de la
permeasa especifica para L-prolina, se ha descripto un 12
cus perl, que está involucrado en su regulación (88). Las
mutaciones en este locus suprimen la inactivación de la
GAPy PUT4. por agregado de amonio a células con alta ac
tividad de los sistemas.

1.5.2. Transinhibición y retroinhibición

Ademásdel mecanismo de represión o desrepresión de la
actividad de los sistemas de transporte, las levaduras y
otros microorganismos eucariotes, poseen mecanismosde re
gulación más generales denominados, retroinhibición y
transinhibición (18). La función de estos mecanismosestá
relacionada con la prevención de ia acumulación de muchos
aminoácidos. que debido a las características unidireccio
nales de los sistemas de transporte, conducirian a la li
sis celular.

Por el mecanismode retroinhibición, el compuesto trans
portado inhibe su sistema de entrada desde el interior de
la célula y la inhibición exhibe la mismaespecificidad



que para el sistema de transporte. Este tipo de inhibición
ha sido observado para el transporte de los aminoácidos
L-histidina, L-metionina, L-treonina, L-serina y ácido
a-aminoisobutirico (64,65,68,60,89).

En el caso del mecanismo de transinhibición, el compues
to inhibidor comparte pocas similitudes estructurales con
el sustrato del sistema de transporte inhibido. Para la
permeasa general de aminoácidos, GAP, la incorporación de
cualquier sustrato mediadapor el sistema es inhibida car
gando ias células con cualquiera de los aminoácidos trans
portados por esta permeasa (15).

A los mecanismos mencionados, debe agregarse el de
transestimulación de la actividad del sistema de entrada
de un aminoácido, en células previamente enriquecidas con
ese aminoácido, comofue descripto en ei transporte de
L-leucina en s.cerevisiae (90).

1.5.3. Compartamentalizaciónintracelular de los aminoáci
dos.

si un cultivo de s.cerevisiae es cosechado y lavado, al
resuspenderlo en agua las células completan una y algunas
veces dos divisiones celulares,antes que el crecimiento se
detenga totalmente. Este hecho se debe a ia existencia de
metabolitos intracelulares almacenados, que son liberados
durante períodos de ayuno.

Aplicando métodos para extraer en forma selectiva, el
reservorio de metabolitos citoplasmáticos y estudiando los
metabolitos liberados luego de un tratamiento hipotónico,
se concluyó que en el caso de los aminoácidos el 80-90 por
ciento de los mismosestán localizados en vacuolas (91,92).

Los resultados fueron confirmados por medidas directas
de la concentración de los aminoácidos. en prepaciones de
vacuolas purificadas (14). Las determinaciones se realiza
ron después de una desintegración controlada de protoplas



tos de manera de evitar la pérdida de sustancias de bajo
peso molecular, como resultado de la expansión de 1a mem
brana de la vacuola durante la lisis osmótica.

Estos métodos permiten determinar la compartamentaliza
ción intracelular de diversos compuestos comoaminoácidos,
cationes y aniones inorgánicos. A partir de los análisis
cuantitativos de los reservorios de aminoácidos citoplasmé
ticos y de vacuolas, se observó que los aminoácidos bási
cos están localizados, casi exclusivamente en vacuola y
los aminoácidos ácidos en citosol (25). La distribución
de los otros aminoácidos se encuentran en situaciones in
termedias.

La diferente distribución de los aminoácidos dentro de
la célula sugirió la existencia de sistemas de transporte
especificos. La operación de estos sistemas fue estableci
da en vesículas de membranade vacuolas (93). En las mis
mas se confirmó además, la existencia de una H+-ATPasaca
paz de establecer un ¿ñfiH+ a través de la membrana, que
actuaría comofuerza impulsora para el transporte de ami
noácidos básicos en vacuolas intactas (94).

Los resultados expuestos permiten considerar que cada
metabolito, almacenadoen vacuolas, participa en dos reag
ciones secuenciales de transporte:

sustrato _______¿> sustrato ________> sustrato
(externo) (citoplasmático) (almacenado)

El sustrato almacenadopor la organela no resulta por
lo tanto accesible, desde el citosol, al sistema de trans
porte para ejercer los mecanismosregulatorios descriptos
en 1.5.2.
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1.6. REQUERIMIENTOS ENERGÉTICOS DEL TRANSPORTE DE AMINOACIDOS

1.6.1. Gradiente electroquímico de protones y magnitud de
la acumulación intracelular de aminoácidos.

Comoha expresado Kaback, H.R, (95),en el mismo sentido
que el modelo de la doble hélice del ADN ha constituido la
base de la genética molecular, la hipótesis quimiosmótica,
formulada y refinada por Peter Mitchell (96,97) durante la
década del 60, es actualmente el marco conceptual para la
interpretación de una variedad de procesos bioenergéticos.
En su forma más general, el concepto quimiosmótico postula
que la fuerza impulsora para muchos procesos de acoplamieg
to energético en membranas,es un gradiente electroquimico
de protones (¿TñH*) compuesto por parámetros químicos y e
léctricos de acuerdo a la siguiente relación:

AfiHVF ¡AY -2.3 RT/FApu

dondeAfl’representa el potencial eléctrico a través de la
membranay ¿SpH es la diferencia química de la concentra
ción de protones a través de la membrana, R es la constan
te de los gases, T es la temperatura absoluta. F es la
constante de Faraday, 2,3 RT/F es igual a 58,8 mv a tempe
ratura ambiente.

Durante la década del 70, una gran cantidad de resulta
dos experimentales dieron un sólido apoyo a la hipótesis
quimiosmótica del transporte activo en sistemas de bacte
rias, particularmente E.coli (98). Tambiénse demostró que
el transporte activo en levaduras (99,100,101) involucra
el cotransporte con protones, mientras que en células de
mamíferos, el ión asociado es el sodio (102).

A las primeras observaciones de Lavoisier sobre la pro
piedad de las células de levadura de acidificar el medio
externo, siguieron las de Pasteur, quien identificó al
ácido succínico comola causa probable de ese proceso (103).
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La caracterización de una H+-ATPasaen membranas citoplag
máticas de levaduras permitió demostrar.que éste es uno de
los sistemas responsables del establecimiento del gradien
te electroquímico de protones a través de la barrera de
permeabilidad (104). La enzima se asemeja a las ATPasa de
células de mamíferossuperiores, involucradas en el trans
porte de iones sodio, potasio y calcio, en su sensibilidad
al vanadato y por tener una subunidad catalítica de aproxi
madamente 100kDa (105-107). Por otro lado, se asemeja a 
las ATPasas FOF1 en que opera como una bomba electrogénica
de protones.

Ademásde considerarse que el gradiente generado por la
H*-ATPasa, puede actuar comofuerza impulsora para el trans
porte de nutrientes cotransportados con protones, los re- 
sultados de serrano, R. indican que la alcalinización inter
na y la acidificación externa resultante de la actividad,
median la inducción del crecimiento celular por acción de
la glucosa (108,109).

Numerososinterrogantes relacionados con los mecanismos
fisiológicos y moleculares del cotransporte con protones
aún no han sido aclarados. En particular, la magnitud de
la dependencia, flujo de soluto-protones,ha sido estable
cida en pocos sistemas. Esto se debe en parte, a razones
metodológicas, la medida de la relación acople flujo de so
luto-protones, ha sido usualmente deducida de la alcalini
zación del medio extracelular, debido a que no se poseen
aún métodos suficientemente exactos y rápidos para medir
los cambios operados en los valores de pHintracelular.
Tambiénalgunos factores metabólicos introducen incertidum
bre en la medida de los flujos de protones (110).

se han establecido diferentes estequiometrías para el
transporte de aminoácidos cuando las células tienen blo
queado su metabolismo energético en presencia de 2-desoxi
glucosa y antimicina o ausencia de estos inhibidores y en
condiciones experimentales de consumo o no de glucosa (110).
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Cualquier aproximación sistemática a estos temas impli
ca la determinación y control de los valores de pH intrace
lular, así comolos valores de pHextracelular. Para la 
otra magnitud que componeel gradiente electroquímico de
protones el AN. las evidencias en levaduras con respecto
a las células de bacterias son escasas.

La determinación del ¿fi’por acumulación de un catión li
pofílico comoel tetrafenilfosfonio (TFP).ampliamenteuti
lizando en esos microorganismos,no ha permitido la obten
ción de resultados reproducibles en levaduras (111,112).
Entre las causas que dificultan la valoración del ¿Nf en
este caso se reconocen: el ligado del catión en la superfi
cie externa, acumulación en mitocondrias y expulsión desde
vacuolas, lo que lleva a una relación errónea de la distri
bución del catión entre el medioextracelular y el citoplas
ma.

Una forma de evaluar la participación de los protones
en el transporte de diversos compuestosen s.cerevisiae,eg
tá basada en estimar la relación entre la diferencia de pg
tencial electroquímico de protones y la acumulación obser
vada experimentalmente para el sustrato transportado. La
máximarelación de acumulación.considerando que el sustra
to es transportado solo formando un complejo con el ión y
el transportador, deberia obedecer la siguiente ecuación;

oi/Ce - e" (n + z) FAY/RT([H'ïle/[H'ïli )n

donde n es el número de protones transportado para un sus
trato de carga eléctrica z (25). Aunqueexiste un acuerdo
general en que muchossistemas de transporte están impulsa
dos por el ¿xfiH*, hay evidencias contrarias a considerar
que el gradiente de protones tenga un papel sólo relaciona
do con el mecanismode proveer protones para el cotranspor
te desde el espacio extracelular. Algunos aminoácidos son
escasamente transportados en condiciones de anaerobiosis,
aunque los valores del ¿SpHy del ¿fl’no están reducidos
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significativamente (25). Slavik, J. y Kotyk, A. han sugeri
do que la actividad de los sistemas de transporte no depa;
den estrictamente de la diferencia total del gradiente o _
que están acoplados con el sistema de la H*-ATPasade la
cual reciben los protones (113,114). Los autores menciona
dos han enfatizado la importancia de los gradientes loca
les de pHen las células. los cuales difieren de los valo
res determinados. considerando una distribución uniforme
de protones dentro de la célula.

A su vez,otros ensayos indicaron que una de las fuentes
de energía involucrada en el transporte,está relacionada
con la función mitocondrial (25.48).

1.6.2. Papel del potasio en el transporte de aminoácidos

En el estudio del transporte del aminoácido glicina se
ha observado una compensación de carga por el ión potasio
en forma estequiométrica (49). Resultados similares se ob
tuvieron en otras levaduras para aminoácidos comoL-lisina
L-arginina y L-glutamato,en ausencia de funcionamiento de
la bomba de protones.

Todos estos datos llevaron a la conclusión que la
acumulación de aminoácidos puede estar impulsada por dos
gradientes combinados: el de protones en dirección extra
intracelular y el de potasio en la dirección opuesta, a
través de la membranaplasmática (25,115,116).

sin embargo, no existen evidencias de que el movimiento
compensatorio tenga lugar en el mismosistema transporta
dor. La presencia de una bomba de protones en funcionamien
to en las células de levadura produce movimientos diferen
tes para los protones y los iones potasio. En S.carlsber
gensis. cuando 1a glucosa se encuentra presente en el me
dio, debido a la ausencia de efecto de la glicina sobre el
flujo de iones potasio,se ha considerado que los protones
cotransportados con el aminoácido son rápidamente elimina



dos al medio externo por la H+-ATPasa. En esas condiciones
experimentales,la presencia del ión potasio resulta innecg
saria para mantener la electroneutralidad del proceso de
transporte (49).

1.6.3. Estimulación del transporte de aminoácidos por con
sumode sustratos metabolizables

La actividad de muchossistemas de transporte, presumi
blemente impulsados por el ¿ifiH*, es aumentada varias ve
ces cuando células estacionarias son incubadas con sustra
tos metabolizables comoglucosa o etanol (67,117). La es
timulación está acompañadapor un significativo incremento
de la síntesis de proteinas, inhibible por cicloheximida,
así como de un aumento de las velocidades máximas sin modi
ficación en los valores de afinidades.

El efecto puede ser suprimido por iodoacetamida, antimi
cina o por anaerobiosis. Los resultados observados pueden
explicarse considerando la síntesis de novo de componentes
de los sistemas de transporte o compuestos de alta energía
necesarios para la entrada y acumulación del aminoácido
(48).
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Los procesos de entrada e incorporación de nutrientes en
mnnvorganismoseucariotes han sido extensamente estudiados
(15,18.25.49). Las investigaciones establecieron la parti
cipación de sistemas transportadores o de permeación. así
comola especificidad, los requerimientos energéticos y los
mecanismos de regulación de los mismos.

Las levaduras, comparten con las bacterias la propiedad
de crecer en medios en los cuales la concentración de ami
noácidos y otros nutrientes, varía en forma cuali y cuanti
tativa. En condiciones tan diversas la posibilidad de cre
cimiento de la célula dependerá, entre otros factores, de
su capacidad para modificar la actividad de los sistemas
transportadores, de acuerdo a 1a disponibilidad de nutrien
tes y los requerimientos metabólicos celulares (15.18).

En levaduras saccharomlges cerevisiae, para el trans
porte de L-leucina se han caracterizado cinéticamente dos
sistemas, S1 y 32 (66,67) y un sistema general, GAP. cuya
actividad es regulada por la fuente de nitrógeno del medio
de cultivo (15).

La existencia de más de un sistema de transporte para
L-leucina,plantea los siguientes interrogantes:
¿Cuál es la relación entre el sistema general, GAPy los
sistemas S1 y 52?
¿cuál es la participación relativa de los sistemas en el
proceso de entrada del aminoácido en cepas silvestres?
¿Cómose modifica la actividad de los sistemas de trans
porte por la fuente de nitrógeno del medio de cultivo?
¿Cuál es la respuesta en la actividad de cada sistema de
entrada, a variaciones en la concentración de protones en
el medio externo?

En base a estos interrogantes y teniendo en cuenta la
disponibilidad de cepas mutantes para el transporte del
aminoácido,preparadas por el Dr. N. Kotliar en el labora
torio del Dr. J.R. Mattoon (Biotechnology Center. Dept of
Biology. University of Colorado, Colorado Springs, USA).
se diseñó el siguiente plan de trabajo experimental;
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Efecto de la fuente de nitrógeno del medio de cultivo
sobre la actividad de los sistemas transportadores.
Participación de la permeasa general de aminoácidos en
el transporte de L-leucina.
Mutaciones que afectan la cinética de transporte de
L-leucina.
Participación del gradiente de protones en el transpor
te de L-leucina en cepas deficientes respiratorias.
Relación del gradiente de protones con la actividad de
los diferentes sistemas de transporte.
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3.1. CEPAS DE LEVADURAS

Las cepas de Saccharomyceecerevisiae que se utilizaron
en los experimentos son las presentadas en la siguiente
lista:

Cepa Genotipo

JB65 213
JB65 rho'1 213 rho'
JB65 rho'z ELErho'
JBGS rho°3 ELE rho
MMYZ g, 2522
HMYZ/H3 3. 3532. ¿321
MMYZ/LT1/GAP g, 3532, ¿32
MMY2/H3rho’ g. 353;, ¿521 rho'
D‘28 2» ¿123o 952

Las cepas JB65, nmy2, D-28, JB65 rho’1, JB65 rho‘2 y
JBGSrho' , fueron gentilmente provistas por el Dr. J.R,
Mattoon, Director del "Biotechnology Center, University
of Colorado, Colorado Springs, USA". Las cepas iaogénicae
HMYZ/H3. MMYZ/HB/LT1y MMYZ/LT1/GAP.obtenidas a partir
de la cepa MMYZ,fueron aisladas por el Dr. Natalio Refinar
becario externo del CONICET.en el laboratorio del Dr.

Hattoon. Las mutantes JB65 rho-1. J365 rho'2 y JBóS rho.3
fueron aisladas a partir de la cepa JBGS, por el método
del bromuro de etidio (BrEt) (118) en el mismolaboratorio.
La mutante MMY2/H3rho' fue obtenida por el método citado.
en nuestro laboratorio.
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3-2. MEDIOS DE CULTIVO

Para los distintos experimentos, las levaduras crecieron
en medios ricos y en medios mínimos suplementados con uraci
lo (10 mg/l) y L-lisina (40 mg/l) de acuerdo al requerimien
to de la cepa y distintas fuentes de nitrógeno:

Medio Composiciónpor litro

Wickerham (119)

YPD

YPD 0.3

YPDA

YPG

YPDG

MYNH4+ (68)

MYPro

VJNH4‘ (120)

VJPTO

VJLeu

Extracto de malta 3 8. extracto de levadu
ra 3 g. peptona 5 8 Y Glucosa 10 g. _

Extracto de levadura 10 g, peptona 10 g y
glucosa 20 g.

Extracto de levadura 10 g, peptona 10 g y
glucosa 3 g.

Igual a YPDmás sulfato de adenina 80 mg.

Extracto de levadura 10 g, peptona 10 g y
glicerol 30 ml.
Extracto de levadura 10 g. peptona 10 g,
glucosa 1 g y glicerol 30 m1.

Extracto de levadura 1 g, CaC12 25 mg,
MBSO4-7 H20 25 m8. KH2P04 4.5 g, glucosa
20 g y (NH4)2804 3 g.

L-prolina 1 g como fuente de nitrógeno en
lugar de (NH4)2so4.
Medio vavra y Johnson modificado: Biotina
0.4 mg, pantotenato de calcio 10 mg, i-ino
sitol 200 mg, tiamina.HCl 88 mg. piridoxi:
na.HCl 24 mg, nicotinamida 5 m8. Znso4.7H20
17.4 mg. CuSO4.5 H20 1 mg. F9804. 7 Hzo.
7.3 mg. M8504. 7 H20 1 s. KH2P04 4 s.
NaH2P0412 g, ácido succinico 11,8 g, glu
cosa 20 g y (NH4)2804 3 s (pH 4.5)

L-prolina 1 g como fuente de nitrógeno en
lugar de (NH4)QSO4(PH 4.5).

L-leucina 1,3 g comofuente de nitrógeno
en lugar de (NH4)ZSO4(pH 4.3).
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3.3. MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

Las cepas fueron mantenidas por repiques periódicos, en
medio de cultivo sólido Wickerham o YPDA.agar 3%, en tubos
con tapa a rosca. Luego de crecer las ievaduras a 30°C, los
tubos se conservaron a 4°C.

3.4. CURVAS DE CRECIMIENTO

El conocimiento de la curva de crecimiento es importan
te para los estudios experimentales. puesto que las condi
ciones fisiológicas celulares. en un mediode cultivo ade
cuado, varían en las diferentes etapas de crecimiento.

Las células de levadura se propagan por gemación. Un
cultivo de levaduras exhibe una curva de crecimiento que
se caracteriza por la existencia de por lo menostres fa
ses: fase inicial o de inducción (fase lag), fase exponen
cial de crecimiento o de división celular a velocidad cone
tante (fase log) y una fase terminal estacionaria.

En el presente trabajo, el crecimiento celular se siguió
por 1a medida de los valores de la turbidez de suspensio
nes de levaduras a 540 nm.

En el caso de un cultivo de levaduras, el tiempo de ge
neración para todas las células de cultivo es casi constan
te y se denomina "tiempo de generación medio" (G). Las
constante G se determinó siguiendo el crecimiento celular
a S40 nm, en función del tiempo y calculando el tiempo trans
currido para que el valor de absorbancia duplique el valor
inicial.

El valor de G se calculó de acuerdo a:

.É!_ = PN integrandodt

1n_N- t paraN.2Na}! o
No



luz-PG

0,693 a
P

donde N . número de células a tiempo t.
No . número inicial de las mismas.
p . constante específica de crecimiento.
G a tiempo de generación.

se prepararon inóculos de suspensión de cada cepa de le
vadura, transfiriendo alrededor de 3 mg de peso seco de cz
lulas(p.s.cél) en un tubo de ensayo, conteniendo 10 ml de
agua estéril. Las células se resuspendieron cuidadosamente
y la densidad óptica se determinó a 540 nm.

conocida la densidad óptica se calculó el volumen de
inóculo necesario para sembrar el medio líquido. de acuer
do a:

Dt
Vigvt, T

donde vt. volumen del medio de cultivo.
Dt. densidad óptica final que se desea obtener.
Di. densidad óptica del inóculo.
vi. volumendel inóculo.

En las curvas realizadas los valores de Dt. oscilaron
entre 0,005 y 0,015. Los medios de cultivo sembrados, con
tenidos en erlenmeyers, en un volumen no mayor del 20%del
mismo, crecieron con agitación constante a 30°C. La densi
dad óptica del medio de cultivo en crecimiento, se siguió
a través de alicuotas tomadasa diferentes intervalos de
tiempo. Las lecturas obtenidas permitieron calcular los
valores de G y el tiempo necesario, para alcanzar cada fa
se de la curva de crecimiento de la cepa en el medio de
cultivo elegido. Los valores obtenidos para las cepas sil



veetres y mutantes isogánicas fueron:

CGPa Medio G Fase logaritmica
(min) tardía (h)

JB65 Wickerham 180 18
MMY2 n 160 16

JB65 rho’1 180 16
JB65 rho‘2 225 19
JB65 rho’3 230 20

JB65 VJNH4+ 250 28
MMY2 n 195 18

HMYZ/H3 n 220 1a

MMYZ/H3/LT1 " 238 17

JB65 VJPro 350 33
nnyz n 386 28
MMYZ/H3 " 377 28

MMY2/H3/LT1 n 372 32

MHYZ VJLeu 317 30

HMYZ/H3 n 362 32

MMY2/LT1/GAP w 382 32

3.5. CONDICIONES DE CRECIMIENTO

La agitación y la aereación son dos variables importan
tes que determinan la eficiencia dei crecimiento de un mi
croorganismo. Para los cultivos, se utilizaron erlenmeyers
conteniendo el respectivo medio líquido, en un agitador
NewBrunswick modelo G-1O (New Brunswick scientific Co.Inc,
N.Y, USA), operando a 200-250 rpm, 30°C. El inóculo sembra
do, preparado con céiulas crecidas en el mismomedio sólido
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se dejó desarrollar hasta alcanzar el final de la fase lo
garitmica de crecimiento.

Las células fueron cosechadae por centrifugación a 2000
rpm, 10 min, en centrífuga refrigerada International. mode
lo PR-Z (International Equipment Company, Mass. USA)y la:
vadas dos veces con agua destilada. El sedimento se resue
pendió en 100-120 m1 de agua destilada y las células ee
ayunaron durante la noche en condiciones de aereación cone
tante. La suspensión fue centrifugada nuevamente a 2000 rgm
10 min, a 4°C y ias células se lavaron dos veces con agua
destilada. El sedimento obtenido constituye las denomina
das "células ayunadae".

En los medios en que se utiliza el amonio comofuente
de nitrógeno, las células se ayunaron con solución de
(NH4)2304 20 mM.

3.6. OBTENCIONDE MUTANTESDEFICIENTES RESPIRATORIAS. rho

Aproximadamente2 mg p.s.cél provenientes de medio sóli
do YPDA, se agregaron en 5 m1 de medio YPD. Las células
crecieron durante 17 hea 30°c. 0.2 ml del cultivo obtenido
se utilizó para sembrar erlenmeyers conteniendo 15 ml de
medio YPDo YPDy BrEt en concentraciones de 50, 75 y 100

pg/ml. Las células crecieron con agitación constante duran
te 21 naa 30°C. En el medio sin BrEt se alcanzó un rendi
miento de 3.5 x 108 células/ml. con la mayor concentración
de BrEt el rendimiento fue de 1,7 x 108 células/m1. A par
tir de la suspensión celular de cada erlenmeyer se hicie
ron dos diluciones de 0,1 ml en 10 mi de agua estéril y
una tercera dilución en 10 ml, de manera de obtener una
concentración final del orden de 7 x 102 células/ml. 0,2 m1
de esta suspensión fueron diepersadoe en placa de Petri
conteniendo medio sólido YPD,YPGo medio sólido diferen
cial YPDG.Las placas ee mantuvieron a 30°C.
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Luego de 72 h¡de crecimiento se observaron colonias, en
el medio YPD. de 2,0-2,5 mmde diámetro y de O,8-1,0 mmde
diámetro sn el medio diferencial. No se observó en cambio,
crecimiento en las placas conteniendo medio YPG.Las colo
nias del medio YPDcorrespondieron a deficientes respirato
rias rho'. Las mutantes aisladas se pasaron a tubos conte:
niendo medio sólido YPDA.

comocontrol de la mutación obtenida se determinó el con
sumo de oxigeno, como se describe sn el punto 3.16. En las
cepas parentales se encontró una estimulación en el consu
mo de oxigeno por agregado de glucosa o etanol. En las mig
mas condiciones en cambio, las cepas mutantes aisladas no
consumieron oxigeno.

3.7. AISLAMIENTO DE HITOCONDRIAS

El aislamiento de nitocondrias se hizo a partir de pro
toplastos de levaduras. Para una eficiente preparación se
debe tener en cuenta que las células deben ser cultivadas
en condiciones en que no haya represión catabólica por al
tas concentraciones de glucosa en el medio. Comofuente de
carbono puede usarse lactato 2%o glucosa 0,3%. Los méto
dos para la preparación de protoplastos deben ser eficien
tes. Después de 60 min de incubación con enzimas liticas,
deben encontrarse presentes el 100%de protoplastos, sin
evidencia de lisis en sorbitol 1 M.

Preparación de protoplastos

se inoculó 1 l de medio (extracto de levadura 1%, pep
tona 1%y glucosa 0,3%) con 0,4 ml de un precultivo de 24
hs de crecimiento en medio YPD, contenido en un tubo de
ensayo. Las células crecieron con agitación constante,
durante 24 hs a 30°C y se cosecharon por centrifugación a
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2000g, 10 min. Un gramo p.s.cál se resuependió en 20 ml de
TrieHCl 100 mM,pH 9.3 conteniendo 1%de 2-mercaptoetanol
(amortiguador A) e incubó durante 30 min con agitación oca
aional a 30°C. Finalizada la preincubación las células ee
centrifugaron y lavaron con eorbitol 1 n, y resuapendieron
en 10 ml de aorbitol 1 n, conteniendo 0,3-0,4 g de helica
ea. La mezcla ae incubó a 30°C y a diferentes intervalos
de tiempo (0, 20, 40 y 60 min) alícuotaa de 20 pl ee dilu
yeron en 2 ml de agua o en aorbitol 1 H. El rendimiento de
la formación de protoplaetoe se aiguó contando las células
y protoplastoa de cada dilución.

cuando el 90%de células fueron convertidas en protoplaa
tos, usualmente entre 40 y 50 min, se centrifugaron a 
2500g, 10 min en centrífuga sorvall modelo RC-2By el pre
cipitado se lavó tree veces con eorbitol 1 H.

Mitocondriae

Los protoplaetos obtenidos fueron reauspendidoe en 10 m1
de manitol 0,6 m, ácido etilendiaminotetracético (EDTA)5 mn,
albúmina eórica bovina 0.3% (amortiguador B).

La suspensión ee volcó en un homogeneizador tipo waring
Blendor y se operó a, intervalos de 10 s. La ruptura celu
lar ee aiguó en un microscopio, alcanzandoee una eficiencia
del 50%. El homogenato se centrifugó a 1200g. 10 min. El
eobrenadante obtenido ee pasó a otro tubo y centrifugó a
10.000g, 10 min. El precipitado se transfirió con ayuda de
0.3 ml del amortiguador B en un homogeneizador tipo Potter,
teflón-vidrio. se reeuependió por agregado de 4 ml de amor
tiguador B. La suspensión ee volcó en un tubo de ensayo,
centrifugándoee a 1200g, 5 min. se descartó el precipitado
y el aobrenadante fue centrifugado a 12.000g, 15 min. El
precipitado de mitocondriaa se reauspendió en manitol 0,6 M,
EDTA0,02 M (amortiguador C). para obtener una suspensión
de 40 mg de proteína/m1. como control de la calidad de las
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Aislamiento de mitocondrias

células enteras provenientes de cultivo en YP-glucosa 0.3%.

Reauspeneión e incubación amortiguador A
30 min, 30°C

centrifugación
2000g, 10 min

deo incuba con he- sobrenadantelicaea en eorbitol
1 M. 40-50 min. 30°C

centrifugación
2500g, 10 min

deo:protoplastos sobrenadante
reauspeneión en amorti
guador B, homogeneización

centrifugación
1200g, 10 min

deo P sobrenadante s1desear a
centrifugación
10.0005, 10 min

deo P2 sobrenadante 52
reauapensión amor
tiguador B

centrifugación
12008, 5 min

deo P sobrenadante s3
desear a

centrifugación
12.000g, 15 min

deo Sobrenadante
mitocondriaa:
resuspeneión en
amortiguador c



39

mitocondrias obtenidas. se midió la capacidad de las mis
mas para consumir oxígeno. La determinación se realizó en
una cámara polarográfica conteniendo una solución de mani

tol 0,6 M, Kcl 20 mn, KZHP04 10 mM, Tris maleato 10 mM,
pH 6,4 y mitocondrias 3 mg/ml a la que se agregó un sustra
to comoa-cetoglutarato o citrato y ADP.La respiración r;
sultó estimulada por ADPy disminuyó cuando el mismo se _
consumió. El contenido en proteínas ee determinó por el
método de Lovry (121) utilizando albúmina bovina como es
tandar.

3.8. SUSPENSION CELULAR DE TRABAJO

La concentración celular se estimó diluyendo en agua,
una alícuota de la suspensión de levaduras (1,100). La
suspensión obtenida se leyó por turbidimetria en un foto
colorImetro Crudo Caamaño (Laboratorio crudo Caamaño, Bug
nos Aires, Argentina) a S40 nm. La lectura de densidad
óptica obtenida se interpoló en una curva estandar traza
da con concentraciones conocidas de la suspensión celular.
El valor de la concentración así establecido se consideró
aproximado y permitió obtener, en los experimentos, la
concentración celular deseada. Al término de cada experimeg
to se constató la misma mediante el método de pesada de
una alícuota de trabajo, secada en estufa durante 24 ha a
104°C.

1
3.9. ENSAYOS DE INCORPORACION DE L‘14C LEUCINA Y L- 4C CI

TRULINA.

Un m1 de suspensión celular conteniendo 5 mg p.s.cál/ml
en ftalato ácido de potasio (FHK) 20 mM,pH 4,5 se incubó
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con ei L-14c aminoácido. concentración externa 0,05 mMó
1,0 mn. En los tiempos indicados se tomaron alícuotas de
200‘p1 de la mezcla de reacción que se filtraron inmediata
mente a través de filtros Pisherbrand G4. 

Las membranas se lavaron tres veces con 2,0 mi de FHK
20 mHfrio. La toma de la muestra, filtración y lavado no
requirió mas de 10 s.

Todos los experimentos se llevaron a cabo a 30°C. en
un baño con agitación NewBrunswick modelo G-76.

3.10. ENSAYOS DE COMPETENCIA

14C leuciLos ensayos de competencia de 1a entrada de L
na por otros aminoácidosen ei medio de reacción, se reali
zaron con concentraciones externas dei L-aminoácido compe
tidor, diez veces mayor que la del aminoácido radiactivo,
agregado a T0.

3.11. CINETICA DE ENTRADADE L-14C LEUCINA

Para la determinación de las velocidades de entrada de
L-leucina se tomaron muestras inmediatamente después de
agregada la L-14c leucina y hasta 3 min después, calculan
dose las velocidades para concentraciones externas del
aminoácido entre 0,02 y 3,0 mn.

3.12. DETERMINACION DEL PH INTERNO

El métodoutilizado se basa en la medición de la distri
bución intra-extracelular de un ácido débil comoel ácido
benzoico (122-124).
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Las medidas se realizaron en condiciones similares a
las descriptas para el estudio de la entrada de L-14Cleu
cina, reemplazando el L-aminoácido por el ácido 14C-carboxi
benzoico,50 FMconcentración final.

A partir de la radiactividad retenida en la membranafil
trants y el volumende agua intracelular, se calculó la
concentración intracelular del ácido (Ci).

La concentración externa del ácido (Ce), se calculó reg
tando los pmoles retenidos en el filtro y se consideró el
volumenextracelular igual al volumende muestra.

La concentración intracelular [Hfli, se calculó mediante
la siguiente ecuación:

¿í 1 J, 1 _ 1
[Hi 2 Ce ([qu Kd ) Kc1

donde[H*]e es la concentración extracelular de protones de
terminada por la solución amortiguadora del medio y xd es
la constante de disociación del ácido benzoico (6,31 x 10-5).
El gradiente de concentración de protones, AspH. se cal
culó de acuerdo a:

APH - pHi - pHe

donde pHe corresponde al valor del pH de la solución amor
tiguadora.

3.13. DETERMINACION DEL VOLUMEN DE AGUA INTRACELULAR

La determinación se realizó por el método descripto por
Rottenberg, H. (122) modificado (124).

Una suspensión celular de 25-30 mg/ml p.s.cél se incubó
durante 15 min, a 30°C con glucosa 5 mMen amortiguador FHK
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20 mM.pH 4.5. 500 pl de la suspensión ee diluyeron (1:1)
en el mismo amortiguador y se incubaron con 1‘Pl de
14C-metoxi-inulina (0,25 mCi/ml) y 10 Pl de 3H-Hzo (2 mchhl)
durante 10 min a 30°C. Después de la incubación se tomaron
alicuotas de 400 pl y se centrifugaron aproximadamentea
10.000g, 1 min en centrífuga Eppendorf, modelo 5414.

El sedimento y el eobrenadante se separaron cuantitati
vamente, 20 Fl de este último y el sedimento en su totali
dad se trataron separadamentecon 1 ml de dodecil sulfato
de sodio 1%durante 12 hs.

Al término del tratamiento, se determinó el contenido
de 3Ky 14Cen alicuotas de 400 Pl, por centelleo líquido
con solución centelladora de Bray (125).

El volumende agua intracelular se calculó según:

3H 14C
vi . vm (___JL_ - P )

3 14
HB CS

donde vi n volumen de agua intracelular
Vm. volumen de muestra empleada

Los subindices s y p indican los contenidos de 3Hy 14c
en el sobrenadante y precipitado respectivamente. En las
cepas usadas se obtuvo un valor de 2 Fl/mg p.s.cél.

3.14. MEDIDA DE LA SALIDA DE PROTONES

Para la determinación se suspendieron en un recipiente
termostatizado a 30°C. 5 m1de células en concentración
aproximada 6 mg p.s.cél/ml en amortiguador FHK4 mMo 20 mM,

La modificación del pH externo (pHe) se siguió en un
pHmetro Corning modelo 130. La salida de protones, con con
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sumosimultáneo de sustrato, se realizó agregando glucosa
a tiempo O; 5 mMconcentración final. Los nmoles libera
dos al medio se estiman a partir de una calibración pre
via con pulsos de HCl.

3.15. DETERMINACION DE LA RADIACTIVIDAD DE LAS MUESTRAS

La actividad total de 140 de las muestras retenidas en
las membranasfiltrantes, fue determinada en un contador
de centelleo líquido Tracor Analytic Delta 300 (Tracor
Analytic, Illinois, USA).

Las membranas se colocaron en viales con una mezcla
centelladora compuesta por 2,5-difeniloxazol (PPD)2,5 g,
1,4-bis 5-fenil-2-oxazolil benceno (POPOP)50 mg por litro
de tolueno.

En la determinación de agua intracelular, la actividad
de las muestras acuosas se determinó por el método de
Bray (125), la mezcla contiene Pro 4 g, Popop 200 mg, eti
lenglicol 20 m1, metanol 100 ml, naftaleno 60 g y dioxano
hasta 1 1.

3.16. MEDIDA DEL CONSUMO DE OXIGENO

Para las determinaciones del consumo de oxígeno se em
pleó un oxígrafo de Gilson Medical Electronics (Middletown.
Wisconsin, USA)modelo K, en cuya celda se colocaron 2,0 ml
de suspensión de levaduras en condiciones análogas a las
empleadas en los ensayos de incorporación de L-14C 1euci
na (concentración, pH. temperatura, agitación). En el caso
de los controles para las mitocondrias se utilizaron los
amortiguadores y sustratos que se describen en el aisla
miento de las mismas.
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3.17. DISEÑO EXPERIMENTAL

En todos los casos To es el tiempo de adición de L14C leg
cina a la suspensión de células en agitación, en el baño de
incubación a 30°C. Las muestras que se toman inmediatamente
después de To se denominan muestras a TO. Estos valores re
presentan los valores de unión del aminoácido a la barrera
de permeabilidad.

Las muestras T0+t se consideran la expresión de otros
procesos. si t es mayor que 3 min, los valores son los de
incorporación total del aminoácidoy son el resultado de
la entrada, acumulación y salida del mismoen las células.
cuando t es menor o igual a 3 min, To*t corresponde a la
entrada, transporte o influjo, ya que en ese intervalo no
hay eflujo.

En relación con la condición energética de las células.
se ha descripto que después de ser cultivadas se someten a
un ayuno, estableciéndose así la condición de "células con
baja carga energética" o "células ayunadas".

En algunos ensayos estas células ayunadas se incubaron
con sustratos oxidables como glucosa 5 mM,o etanol 10 mM,
en solución amortiguadora FHK20 mM,pH 4,5 en baño ter
mostático, durante 15 min a 30°C. De esta forma se estable
ce el estado de "alta carga energética" o'cálulas energi
zadas". En estos casos los sustratos empleados en la ener
gización, se separaron del medio por centrifugación en
centrífuga sorvall modelo RC-ZB, a 3000g, 5 min. Los sobre
nadantes se descartaron y los sedimentos obtenidos se re
suspendieron en agua destilada. utilizándose inmediatamen
te en los ensayos de incorporación.

En todas las determinaciones la toma de muestra,filtra
ción y lavado de las células requirió 5-10 s. Los experi
mentos se realizaron por triplicado y los valores presenta
dos son su promedio. La desviación de estos valores con



respecto a la media fue de un 5%.

3.18. ORIGEN Y CALIDAD DE LOS REACTIVOS EMPLEADOS

L-14Cleucina, L-14Ccitrulina, 14c-metoxi-inulina de
New England Nuclear, USA.

3H-Hzoy ácido C carboxi-benzoico de C,E.A, France.
Los L-aminoácidos, a-D(+) glucosa, FHK, PPo, vitaminas de
sigma chemical Company, st.Louie. USA.
Helicasa de Reactifs IBF. Villenewe La Garenne, France.
POPOPde Nuclear chicago; Mass. USA.
Extracto de malta, extracto de levadura, peptona y agar
de Difco.
Todos los demásreactivos fueron de grado analítico.
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4. SISTEMAS TRANSPORTADORESDE L-LEUCINA EN S.CEREVISIAE
CEPA JB65

4
4.1. INCORPORACION Y ENTRADA DE L.1 C LEUCINA

Los valores de incorporación y de entrada de L-leucina,
para 1a cepa JB65 silvestre diploide, se determinaron en
levaduras crecidas en distintos mediosde cultivo. se uti
lizó un medio rico como el medio Wickerham y medios míni
mos conteniendo iones amonio o el aminoácido L—prolina co
mo fuente de nitrógeno.

En las figuras 4.1.a y 4.1.b, se observan los datos de
la incorporación de L-14Cleucina en células crecidas en
los medios MYNH4*,MYPro o Nickerham y luego energizadas
por incubación con glucosa 5 mn, 15 min a 30°C. Con la con
centración externa de L-leucina 0.05 mn. los valores de la
incorporación son similares en células crecidas en MYNH4*
o en Uickerham y menores que en Mïpro.

El aumento de la incorporación por efecto de L-prolina
se observa en los valores de entrada y es mayor para la
concentración de L-leucina más baja, 3,5 veces y 1,8 veces
para L-leucina 1,0 mM.En el primer caso. el proceso es
concentrativo, tanto en células crecidas en presencia de
amonio.ci/Ce= 2, comode L-prolina.Ci/Cea 6, mientras que
no es concentrativo con la mayor concentración externa de
L-leucina.

cuando la levadura se cultiva en un medio minimo de vi

taminas y minerales suplementado con amonio (VJNH4*) o con
L-prolina (VJPro). los valores de incorporación de L-14Cle!
cina medidos hasta 10 min. son los presentados en la figu
ra 4.2.

Para la concentración externa 0.05 mH.figura 4.2.a.,la
incorporación de L-leucina en células crecidas en VJNH4‘
es lineal hasta los 10 min y 1a entrada es concentrativa.
Ci/Ce. 10. En el caso de las células crecidas en VJPTo, la
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Figura 4.1.: Incorporación de L-leucina en la cepa JBós cre
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se tomaron alícuotas que se procesaron para 1a determinaciónde la radiactividad intracelular.
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cinética de incorporación muestra una rápida velocidad de
entrada, alcanzándose el estado estacionario después de los
3 min. El proceso de entrada, en esas condiciones. es alta
mente concentrativo, Ci/Ce- 45. 

con la concentración externa 1.0 mnde L-ieucina, figu
ra 4.2.b. la incorporación en células crecidas con amonio
o L-prolina es lineal hasta los 10 min y el proceso de en
trada es poco concentrativo (VJNH4+Ci/Ce- 1.5: VJPrO
Ci/CGI 3.5).

4.2. PARÁMETROS CINETICOS DE LOS SISTEMAS TRANSPORTADORES

Para establecer si los sistemas s1 y 32 pueden ser caras
terizados en células crecidas en los medios VJNH4*o VJPro,
se midió la velocidad de entrada de L-leucina en esas célu

las. Para las células crecidas en el medio VJNH4*,en con
diciones de represión de la GAP.las representaciones de
Lineweaver-Burk y Hofimee,figura 4.3.a. son similares a
las de células crecidas en medio vickerham (76).

En células crecidas en medio VJPro. se puede caracteri
zar un solo sistema. figura 4.3.b.

por el método de análisis de datos de Lineweaver-Burk
se obtuvieron los valores de los parámetros cinéticos pre
sentados en la tabla 4.1. En presencia de amonio en el me
dio de cultivo, no se observa modificación en laafinidad
de los sistemas s1 y s2, pero los valores de velocidad má
xima de ambos sistemas,son entre 5-6 veces menores respec
to de los valores obtenidos utilizando el medio Wickerham.
Por otro lado, el sistema único que opera en células pro
venientes del medioVJPro tiene afinidad similar al siste
ma s1 y velocidad máxima del orden del sistema 82.
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Tabla4.1,:ParámetroscinéticosdelaentradadeL-leucinaenlacepaJBGS. MediodecultivoKJ

T max

(WH)(ymol/min.g)

Wickerham0,0340’53

0.4101,59

VJNH4“0.0440,10

0.4570,26

VJP-ro 2,06 LosvaloressecalcularonporelmétododeanálisisdedatosdeLineweaver-Burksegún lasrepresentacionesde1afigura4.3.ode(76).



4.3. ENSAYOS DE COMPETENCIA

con el fin de conocer ls participación de los sistemas
s1 y 52 y de la GAP, en las condiciones experimentales des
criptas anteriormente; en células crecidas en medio Wickez
ham, VJNH4*o VJPro,se determinó la entrada de L-14C leuci
na en presencia de concentraciones externas diez veces ma
yores de L-leucina o de L-citrulina, un aminoácido que es
transportado exclusivamente por la GAP(53).

En la tabla 4.II. se observan los resultados obtenidos.
En todos los casos la L-leucina produce una inhibición ma
yor que la L-citrulina. En células crecidas en medio Wicker
ham o VJNH4*.la L-citrulina inhibe la entrada de L-14C leg
cina con la menor concentración de L-leucina externa, pero
no hay inhibición significativa con la mayorconcentración
externa. En células crecidas con L-prolina, los valores de
entrada en presencia de L-citrulina, disminuyen para las
dos concentraciones externas. Estos resultados indican que
en células crecidas en medio Hickerham o VJNH4*hay un bajo
funcionamiento de la GAPcuando ias concentraciones exter
nas de L-14C leucina son bajas y que no hay entrada dei ami
noácido mediado por la GAP.a mayores concentraciones exter
nas.

4.4. ENTRADA DE L'14C LEUCINA EN CELULAS PREINCUBADAS CON

GLUCOSA E IONES AMONIO.

Para estudiar el efecto inhibitorio del amonio, sobre
los distintos sistemas de entrada de L-leucina, se propu
sieron distintas condiciones experimentales para las medi
das del transporte del aminoácido.

Células provenientes del medio de cultivo Wickerhamse
ayunaron y posteriormente se preincubaron por 2 hs con



Tabla4.11.;EnsayosdecompetenciadelaentradadeL-leucina. Mediode cultivo Wickerham

+

VJNH4 VJPÏO

Adiciones L-leucina L-citrulina L-leucina L-citrulina L-leucina L-citrulina

EntradadeL-14Cleucina

Inhibición(%)

(1)(2) 6739 324 8052 288 8188 4656

célulasenergizadaeporpreincubaciónconD-glucosa.L-14Cleucinaexterna:0,05mM(1);1,0mM(2).



glucosa SO mn, en presencia o ausencia de (NH4)2504 20 mn,
en FHK20 mn. La mezcla de preincubación se centrifugó y

las células se resuspendieron luego en Hzo ó (NH4)¿SO4
20 mny alicuotas se agregaron a la mezcla de incubación
(1:2) en que se mide la entrada de L-14
to de la L-citrulina comocompetidor, según se detalló en

C leucina y el efes

Materiales y Metodos.
En la tabla 4.III. se observa que en ias células prein

cubadas con glucosa y amonio los valores de entrada son 
más altos (2 y 1,6 veces) que en células preincubadas con
glucosa. En el primer caso la L-citrulina no inhibe la en
trada de L-14c leucina en las dos concentraciones externas
de ésta. En el segundo caso produce una inhibición del 40
porciento de la entrada de L- 4C leucina a baja concentra
ción externa y un 22 porciento para alta concentración ex
terna.

En células preincubadas con glucosa. la presencia del
amonio durante el ensayo de entrada produce una inhibición
del 36 porciento respecto del control para la concentración
externa 0,05 mM.

Ademásdei efecto producido por el amonio, ia L-citru
lina inhibe en un 12 porciento los valores de entrada. Un
análisis similar de los resultados para células incubadas
con glucosa y amonio, demuestra que el amonio en ei medio
de incubación. inhibe un 17 porciento la entrada en las
dos concentraciones externas. En amboscasos ia L-citruli
na no produce inhibición significativa.



Tabla4.III.:Represióneinhibiciónporamonio

delossistemasdeentradadeL-leucina.

Mediode preincubación Glucosa Glucosa glucosa

+

NH440
Glucosa

4.

NH440 células D-glucosa50mM L_14

50mM 50mM 50mM mM 50mM mM

Mediode incubación --L-citrulina

+

NH4

L-citrulina

--L-citrulina NH4*-

L-citrulina

EntradadeL (1)

0,200 0,120 0,129 0,113 0,406 0,388 0.332 0,300

(40)## (35)# (12)## (4.4)## (17)# (9,6)##

Cleucina

(2)

0.732 0.572 0.759 0,745 1,17 1,36 0.972 0,852

(22)“ (1.7)## (3.0)## (17)# (12)##

ayunadasdelacepaJB65provenientesdemedioWickerhamsepreincubaroncon

#Inhibiciónporamonio(x);##inhibiciónporL-citrulina(%).

D-glucosa50mn.N114+40mMpor2hs,30°CenFHK20mn,pH4,5.

Cleucinaexterna:0,05mM(1);1,0mn(2).
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5. SISTEMAS TRANSPORTADORESDE L-LEUCINA EN S.CEREVISIAE

CEPAS HMY2. MMYZ/H3 Y MMYZ/LT1/GAP.

5.1. INCORPORACION Y ENTRADA DE L-14C LEUCINA.

14€ leucina en las cepasLa incorporación y entrada de L
se estudió inicialmente en células creCidas en medio rico
Wickerham, ayunadas y energizadas por preincubación con glu
cosa. según se observa en la figura 5.1.. los valores de _
incorporación y entrada en la cepa MMY2y su mutante gap,
HMYZ/H3son similares tanto a bajas concentraciones.
0,05 mMcomo con altas concentraciones, 1,0 mMde L- C leu
cina externa. Para estas dos cepas la relación de concentra
ción de L-leucina interna a externa, Ci/Ce, para TO*3min
es igual a 20 para la menor concentración e igual a 2,5
para ia mayor concentración. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos para la cepa diploide JB65; e indican que
en medios ricos comoel Wickerham, el transporte del amino
ácido es mediado principalmente por los sistemas s1 y 52.

Los valores de entrada de L-14C leucina en células de la

cepa nny2 crecidas en medio VJNH4+o VJPro se presentan en
la figura 5.2. Las células crecidas en medio VJNH¿*y luego
ayunadas no acumulan el aminoácido para las dos concentra
ciones externas ensayadas, mientras que en células ayunadas
provenientes de VJPro, a TO+3min,la relación Ci/Ce es igual
a 30 y 2,5 respectivamente. La energización de las células
produce un aumento en los valores de entrada del aminoáci
do. El efecto es significativo en las células provenientes
del medio con iones amonio. a baja concentración externa,
donde la relación Ci/Ce alcanza un valor igual a 6. Para la
mismaconcentración también se observa saturación a partir

min cuando el aminoácido L-proiina es la fuente de

14

de T0+3
nitrógeno.

Determinaciones similares se realizaron en la cepa
HMYZ/HB,mutante gap, figura 5.3. En estas células hay una
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mayor incorporación del aminoácido cuando la L-prolina es
utilizada comofuente de nitrógeno del medio de cultivo.
El incremento no puede asociarse a la actividad de la GAP,
debido a la mutación que presenta esta cepa. En las célu
las ayunadas no se observa acumulación a T0*3min, para las
dos concentraciones y medios de cultivo ensayados. Por ene:
gización de las células del medio VJNH4*,tampoco se prodg
ce acumulación a To*3min. Para las células crecidas en me
dio VJPro el valor de Ci/Ce, a ese tiempo, es igual a 10
para la baja concentración y de 2 para la mayor concentra
ción del aminoácido. A diferencia de lo observado con la
cepa silvestre, figura 5.2.. no se alcanza saturación cuan
do se utiliza la menor concentración del aminoácido.

5.2. PARÁMETROS CINETICOS DE LOS SISTEMAS TRANSPORTADORES

Teniendo en cuenta los sistemas presentes en la cepa
silvestre diploide JB65, resultó de interés confirmar esos
resultados en la cepa haploide MMY2y su mutante gap,
MMYZ/H3.

En la figura 5.4. se muestra la representación de
Lineweaver-Burk y Hofstee en células de MMYZcrecidas en

VJNH4+o VJPro. Para el medio VJNH4+pueden caracterizarse
cinéticamente dos sistemas para el transporte de L-leucina
y un sistema único para el medio VJPro.

En la cepa MMYZ/H3en cambio, figura 5.5.. dos sistemas

median el transporte, tanto en el medio VJNH4+como VJPro.
Para completar el estudio de los sistemas transportado

res de L-leucina se investigó su incorporación en la cepa
MMYZ/LT1/GAP.Esta cepa se aisló a partir de la doble mu
tante MMY2/H3/LT1por reversión de la mutación gap presente
en esta mutante. En MMYZ/LT1/GAPla incorporación de L-leg
cina es mediada únicamente por la GAPy no por los siste

mas s1 y 82. Las determinaciones cinéticas en células cre
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Figura 5.4.: cinética de entrada de L-leucina en la cepa
MMY2crecida en medio VJNH4+(O) ó VJPI‘o (I).

células energizadas por preincubación con D-glucoaa. Repre
sentaciones de Lineweaver-Burky Hofstee (inserto).
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células energizadas por preincubación con D-glucosa. Repre
sentaciones de Lineweaver-Burky Hofatee (inserto).
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cidas en medio VJPro, permiten caracterizar un solo siste
mapara el transporte, figura 5.6.

Los valores de los parámetros cinéticos obtenidos por
el método de análisis de datos de Lineweaver-Burk se pre
sentan en la tabla 5.1. Para las cepas MMYZy MMYZ/H3se
observa la operación de dos sistemas con valores de pará
metros del mismo orden, cuando ei amonio es la fuente de
nitrógeno en el medio de cultivo. En la mutante gap en me
dio VJPro hay dos sistemas de afinidad del orden de la
descripta para los sistemas s1 y 82 y de mayor Jmax que la
encontrada en el medio VJNH4l. Estos valores indican que
los sistemas s1 y s2 son parcialmente sensibles en la mu
tante gap a la presencia de iones amonio en el medio de
cultivo. En la cepa silvestre en cambio.ol único sistema
tiene alta afinidad y alta Jmax. En MMY2/LT1/GAPdebido a
la deficiencia en los sistemas s1 y 32, los parámetros ci
néticos corresponden a la actividad de la GAPpara el trans
porte de L-leucina. sus valores son del mismoorden que
los obtenidos para el transporte de otros aminoácidos por
el sistema general (53).

5.3. INCORPORACION Y ENTRADA DE L-14C LEUCINA EN CELULAS

CRECIDAS EN MEDIO CON L-LEUCINA COMO FUENTE DE NITRO

GENO.

En células de s.cerevisiae se ha descripto que 1a entra
da de L-ieucina resulta aumentada cuando el aminoácido es
utilizado comofuente de nitrógeno del medio de cultivo
(5).

En la figura 5.7. se grafica la cinética de incorpora
ción de L-ieucina, en células ayunadas y en células energi
zadas de la cepa MMYZcrecidas en medio VJLeu.

A T0+3minla relación Ci/Ce es igual a 30 tanto en célg
las ayunadas comoenergizadas. para la menor concentración
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Figura 5.6.: Cinética de entrada de L-leucina en 1a cepa
mny2/LT1/GAPcrecida en medio VJPro.

células energizadas por preincubación con D-glucosa. Re
presentaciones de Lineweaver-Burky Hofstee (inserto).



Tabla5.1.;parámetroscinéticosdelascepasMMYZ.HMY2/H3yMMYZ/LT1/GAP. cepaMediodeKTJ

max

cultivo(mn)(Pmol/g.min) VJNH4+s10.020,17

so140,2

MMYZ2'4

VJProS0,088,39 VJNH4*s10.070.11

so43

MMYZ/H32'0'29

VJPros10,060.64

320,361.34

MMYZ/LT1/GAPVJPrOs0,055,58
LosvaloressecalcularonporelmétododeanálisisdedatosdeLineweaver-Burksegún lasrepresentacionesdelasfiguras5.4.-5.6.
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Figura 5.7.: Incorporación de L-leucina en la cepa MMYZcre
cida en medio VJLeu. '

células ayunadas (¿5) ó energizadas por preincubación con
D-glucosa (A). L-14C leucina externa: 0,05 mM(a); 1,0 mn
b). A los tiempos indicados se tomaron alícuotas que se

procesaron para 1a determinación de la radiactividad intracelular.
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del aminoácido se observa además, una rápida entrada y sa

turación a partir de TO+3min.
Para discriminar si esta mayor entrada se debe a un au

mento en la actividad de los sistemas s1 y 82 o de la GAP.
se midió en forma similar la entrada de L-14Ccitrulina.
figura 5.8. Los resultados obtenidos con las dos concentra
ciones externas de L-citrulina son similares a los determi
nados en células crecidas en el medio VJPro, en el que se
describió la desrepresión de la GAP.

En ei caso de células de MMYZ/Hficrecidas en VJLeu y
energizadas, figura 5.9. el proceso de entrada no alcanza
1a saturación con la menor concentración de L-14C ieucina
a diferencia de lo encontrado en la cepa silvestre. A
T0+3minla relación Ci/Ce del aminoácido es de 10, concen
tración externa menor de L-leucina y de 3 para la concen
tración externa mayor. En iguales condiciones las células
ayunadas no acumulan el aminoácido.

Las cinéticas de entrada en células energizadas permiten
caracterizar,un solo sistema en la cepa silvestre, figura
5.10. y dos sistemas en 1a mutante gap, figura 5.11. Los
parámetros cinéticos de la entrada de L-leucina calculados
por ei método de Lineweaver-Burk se presentan en la tabla
5.11.

Las constantes cinéticas corresponden a la operación
de un solo sistema en la cepa silvestre MHYZde alta afini
dad y alta Jmax y dos sistemas en ia mutante MMYZ/H3uno
de alta afinidad y baja Jmaxy el otro de baja afinidad y
alta Jmax. Los valores de las constante KTy Jmax son del
orden de ios ya descriptos para células crecidas en medio
VJPro, tabla 5.1.

5.4. ENSAYOS DE COMPETENCIA

Los ensayos de competencia por los sistemas de entrada
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Figura 5.8.: Incorporación de L-citrulina en la cepa MMYZ
crecida en medio VJNH4*’(O ). VJPro (I) ó
VJLeu (A).

células energizadas por preincubación con D-glucosa. L-14c ci
trulina externa; 0,05 mM(a); 1,0 mM(b). A los tiempos indiï
cados se tomaron alícuotas que se procesaron para 1a determinación de la radiactividad intracelular.
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Células ayunadaa ( ) ó energizadas por preincubación con
D-glucosa (A). L- C leucina externa: 0,05 mM(a); 1,0 mn
(b). A los tiempos indicados se tomaron alícuotas que se
procesaron para la determinación de la radiactividad intracelular.
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Figura 5.10.: Cinética de entrada de L-leucina en 1a cepa
MMy2crecida en medio VJLeu.

células energizadas por preincubación con Dnglucosa. Repre
sentación de Lineweaver-Burky Hofstee (inserto).
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Figura 5.11.: Cinética de entrada de L-leucina en la cepa
nmyz/H3 crecida en medio VJLeu.

células energizadas por preincubación con D-glucosa. Repre
sentación de Lineweaver-Burky Hofstee (inserto).



Tabla5.11.:ParámetroscinéticosdelascepasMMY2yMMYZ/H3. cepaMediodeKJ

max

cultivo(mn)(pmol/g.min)

MMYZVJLeuS0,034,27 MHZ/H3VJLeus10,020.63

820,202,20

LosvaloressecalcularonporelmétododeanálisisdedatosdeLineweaver-Burksegún lasrepresentacionesdelasfiguras5.10y5.11.
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de L-14C leucina se realizaron en las cepas MMY2,suya/H3
y MMYZ/LT1/GAP,crecidas en medios sintéticos con amonio
o L-prolina comofuente de nitrógeno. Los experimentos se
realizaron con dos concentraciones externas de L-14C leu
cina,0,05 y 1,0 mMy concentraciones diez veces mayores
del aminoácido competidor en el medio de incubación.

En células energizadas de la cepa silvestre crecidas
en VJNH4*.tabla 5.III. todos los aminoácidos ensayados a
ocncentraCión externa (Ce) 0,05 mMdisminuyen 1a entrada
de L-14C leucina con excepción del áCldOa-aminoisobutíri
co. Con la mayor concentración de la misma sólo ia inhibi
ción de metionina alcanza un 20%. A1 crecer las células en
medio VJPro el porcentaje de inhibición aumenta sugnifica
tivamente y es mayor a baja concentración externa del ami
noácido radiactivo.

Ensayos similares se realizaron en la mutante gap,
MMYZ/HS.tabla 5.IV . En células crecidas en medio VJNH4*
ademásdel a-aminoisobutirico no se observa inhibición
con el aminoácido L-citrulina.

En ias células crecidas en medio VJPro esos aminoácidos
no inhiben la entrada de L-14Cleucina. Para los otros ami
noácidos. los porcentajes de inhibición comparadosen iguí
les condiciones con ia cepa silvestre,son menores tanto a
baja comoalta concentración externa del aminoácido radiag
tivo.

La cepa MMYZ/LT1/GAPno presenta actividad de los siste

mas 31 y 52, operando para ei transporte de L-leucina sólo
el sistema general. La disminución producida por la L-citrg
lina en esta cepa se debe a una inhibición sobre el trans
porte a través del sistema general. tabla 5.V .

5.5. INCORPORACION DE L-14C LEUCINA EN HITOCONDRIAS DE LA

CEPA MMY2.

Las mitocondrias de levadura transportan L-ieucina que



Tabla 5.III.: Ensayos de competencia en la cepa MMY2.

competidor Medio de ürleucina1e (mM)
cultivo 0,05 1,0

Control VJNH4+ 0.329 3.060
L-leucina 0.220 (33,1) 2.690 (12.1)

L-valina 0,229 (30,4) 2,778 ( 9.2)

L-iaoleucina 0,242 (26,4) 2,805 ( 8.3)
L-citrulina 0,248 (24.6) 3,112 (0)
Control 0,288 2,879

L-alanina 0,222 (22,9) 2,499 (13,2)

L-aAIB 0,266 ( 7,6) 2.711 ( 5,8)

L-metionina 0,204 (29.2) 2.297 (20,2)
Control VJPro 2,065 8,174

L-leucina 0,531 (74.3) 5.450 (33.3)

L-valina 0,587 (71,6) 5.567 (31.9)

Loisoleucina 0,594 (71,2) 5.518 (32,5)

L-citrulina 0,867 (58.0) 6,198 (24.2)
Control 2.349 7.562

L-alanina 0.528 (77.5) 9,153 (31,8)

L-aAIB 2,114 (10.0) 6,535 (13.6)

L-metionina 0,477 (79,7) 3.558 (52.9)

Células energizadas por preincubación con D-glucosa.
C leucina/g. p.s.cél. a T. 2,5 min.valores en pnol de L-14

Entre paréntesis porciento de inhibición.



Tabla 5.IV.: Ensayos de competencia en la cepa MMYZ/H3.

Competidor Medio LL-leucin¿]e (mm)
cultivo 0,05 1,0

Control VJNH4+ 0.193 3.158
L-leucina 0,150 (22,3) 2,706 (14,3)

L-valina 0,170 (11,9) 2,618 (17,1)

L-isoleucina 0,154 (20,2) 2,697 (14.6)

L-citrulina 0,186 ( 3,6) 3.280 (0)
Control 0,249 3,146

L-alanina 0,220 (11,6) 2,762 (12,2)

L-aAIB 0,240 ( 3,6) 2,907 ( 7.6)

L-metionina 0,191 (23.3) 2.828 (10.1)
Control VJPro 0,500 5,208

L-leucina 0.354 (29.2) 49123 (20’s)

L-valina 0,419 (16,2) 4.277 (17,9)
L-isoleucina 0,321 (35,8) 4,130 (20,7)

L-citrulina 0.463 ( 7,4) 5.107 ( 1.9)
Control 0.609 5.133

L-alanina 0.466 (23.5) 4.353 (15.2)

L-aAIB 0,610 (0) 5.200 (0)

L-metionina 0.321 (47.3) 3.716 (27.6)

Células energizadas por preincubación con D-glucosa.
C leucina/g. p.s.cél. a T. 2,5 min.Valores en ¡mol de 14-14

Entre paréntesis porciento de inhibición.
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Tabla 5.V.: Ensayos de competencia en la cepa MMYZ/LT1/GAP.

competidor Medio de ürleucinále (mM)
cultivo 0,05 1,0

Control VJNH4“ 0,282 2.565
L-leucina 0,171 (39,4) 2,350 ( 8,4)

L-citrulina 0,191 (32,2) 2,598 (O)

Control VJPro 5.559 13.236

L-leucina 1,219 (78,1) 4.226 (68,1)

L-citrulina 2,636 (52,6) 7,105 (46,3)

células energizadas por preincubación con D-glucosa.
Valores en Pmol de L

14

Entre paréntesis porciento de inhibición.
C leucina/g. p.s.cél. a T. 2,5 min.
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utilizan para el proceso de bioeínteais de proteinas.
Para conocer si el transporte mitocondrial es signifi

cativo frente al transporte a través de la membranaplas
mática, se determinó la entrada del aminoácido en mitocon
driaa aisladas a partir de protoplastos. El ensayo se rea
lizó utilizando mitocondriaa en concentración de 3,8 mgde
proteina/m1, manitol 0,54 My amortiguador HEPBS20 mn,
pH 7. La concentración externa de L-leucina correspondió
a 1,0 mn y se usaron filtros Gelman de 0,45 pm de poro. Los
filtros se lavaron con solución fría de manitol 0,8 My se
determinó la radiactividad en forma análoga a las células
enteras. A To*303se obtuvo un valor de 7,2 pmol/g.prot.,
a T0*3min 10.61pmol/g.prot. y a To+6min13,3 pmol/g.prot.

El transporte no resultó estimulado por el consumode
a-cetoglutarato en concentración final igual a 10 mM.



6. SJSTEHAS TRANSPORTADORESDE L-LEUCINA EN S.CEREVISIAE
CEPA MMYZ/HB/LT1 Y EN CEPAS OBTENIDAS DEL CRUCE

MMYZ/H3/LT1 x D-28.
6.1. INCORPORACION Y ENTRADA DE L-14C LEUCINA EN LA CEPA

MHY2/H3/LT1.

La cepa MMYZ/HB/LT1es una mutante deficiente en el
transporte de L-leucina; fue aislada a partir de la matan
te gap, MMYZ/H3en presencia de trifiuorleucina (TFL)
50 PH. En la preparación se aislaron 30 cepas; los ensa
yos de incorporación, entrada y competencia confirmaron
que la resistencia al análogo tóxico de la L-leucina, se
debe a una deficiencia en el proceso de transporte (Kotliar
N. comunicación personal).

En células crecidas en medio Wickerhamenergizadas,
figura 6.1.. la incorporación de L-14Cleucina no es con
centrativa para las dos concentraciones externas dei aming
ácido. Los valores de entrada son ocho veces menores que
los de la cepa silvestre Hny2y la mutante gap, Mny2/H3ya
descriptos, figura 5.1.

6.2. PARÁMETROS CINETICOS DE LOS SISTEMAS TRANSPORTADORES

El estudio de las cinéticas de entrada en células crecí
das en medio VJNH4+y varo permiten caracterizar un solo
sistema para el transporte del aminoácido, figura 6.2. Los
valores calculados para KTy Jmax presentados en ia tabla
6.1., indican una baja afinidad por el sustrato en levadu
ras provenientes de ios medios y una baja velocidad de
transporte, aún en el caso de crecimiento en VJPro.
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Figura 6.1.: Incorporación de L-leucina en la cepa
nny2/H3/LT1 crecida en medio Wickerham.

cé}Ïlas energizadas por preincubación con D-glucosa.L- C leucina externa; 0,05 mn a); 1,0 mn (b). A los
tiempos indicados se tomaron a1 cuotas que se procesaron
para la determinación de la radiactividad intracelular.
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Figura 6.2.: cinética de entrada de L-leucina en la ce a
MMYZ/HB/Lmcrecida en medio VJNH4" (O)VJPro(I).

células energizadas por preincubación con D-glucosa. Repre
sentaciones de Lineweaver-Burk.



Tabla6.1,:ParámetroscinéticoedelacepaMMY2/H3/LT1. cepaMBÓIOde Jmax

cultivo(mn)gpmol/g.min) VJNH4*s0,460.08

MMYZ/H3/LT1

VJPros0.210,20

LosvaloressecalcularonporelmétododeanálisisdedatosdeLineweaver-Burksegún lasrepresentacionesdelafigura6.2.
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6.3. ENTRADA DE L-14C LEUCINA EN LAS CEPAS OBTENIDAS DEL

CRUCE MMYZ/H3/LT1 x D-28

Comose ha descripto, la mutación presente en ia cepa
MMY2/H3/LT1modifica ia cinética de incorporación de L-leu
cina. 

con el fin de investigarlas mutaciones que afectan la
actividad de los sistemas de transporte de L-leucina, se
estudió la cinética de entrada en cepas haploides obteni
das del cruce de la cepa D-28 QALg,lXEg,GAPcon la cepa
nmy2/33/LT1, defectiva en 1a GAP, s1 y/o 52.

En células D-28, crecidas en medio Wickerhamse carac
terizan dos sistemas para el transporte de L-ieucina. sus
parámetros cinéticos KT1‘ 0,02 mM.Jmax- 0,86 pmol L-leu/
g.min; KTZ. 0,20 mn, Jmax- 2.36Ipmol L-ieu/g.min. son simi
lares a los obtenidos con la cepa silvestre MHYZ.

En el análisis de tetradas para conocer si el sistema
GAPhabía segregado en forma 2:2, se midió la incorpora
ción a 5 min y la entrada de L- 4C citrulina.

En la figura 6.3. se observan los resultados obtenidos
en las tetradas denominadas GAB-3y GAB-8, crecidas en me
dio VJPro en que se desreprime la actividad de la GAP. En

dos haploides de cada tetrada. la entrada a TO+3mines
concentrativa; en las otras dos haploides ios valores de
Ci/Ce están por debajo de la unidad.

si la disminución de la actividad de transporte. en la
cepa Hny2/H3/LT1 se debe a una mutación que afecta un solo
gen, se deberian encontrar en las tetradas obtenidas, sólo
dos haploides con actividad de transporte disminuida, con
respecto a las cepas silvestres.

Las determinaciones realizadas para las tetradas GAB-3
y GAB-8, en células crecidas en medio Wickernam, permiten

caracterizar cinéticamente los sistemas presentes en cada
cepa haploide.
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Figura 6.3.: Incorporación de L-citrulina en tetradas GAB
crecidas en medio VJPro.

células energizadaa por preincubación con D-glucosa. L-14Cci
trulina externa: 0,05 mM . A los tiempos indicados se tomï
ron alícuotas que se procesaron para la determinación de la ’radiactividad intracelular.



En la tabla 6.II. se observa que en la tetrada GAB-3,
sólo en una cepa, la GAB-3Ahay una baja actividad para el
transporte dei aminoácido. Teniendo en cuenta que también
es mutante gap, esta cepa tiene características cinéticas
similares a las de MMY2/H3/LT1,tabla 6.II. En la otra
cepa mutante gap, la GAB-3D,opera un solo sistema con ba
ja afinidad y alta velocidad máxima.En ias restantes ce
pas los parámetros cinéticos indican ia operación de dos
sistemas de entrada.

En la tetrada GAB-8hay dos cepas con baja actividad de
transporte, la GAB-8By la GAB-8C.Esta última cepa tiene
un sistema GAPfuncional, pero debido a su crecimiento en
medio rico, su actiVidad se encuentra reprimida. Las ce
pas GAB-8Ay GAB-8Dtienen sistemas de baja afinidad pero
difieren en ios valores de velocidad máxima.

Los datos expuestos de las determinaciones cinéticas
en estas cepas, no permiten inferir que la mutación de un
solo gen. sea responsable de la baja actividad de trans
porte de la cepa MMY2/H3/LT1.



Tabla6.11.;ParámetroscinéticoedetetradasdelcruceMMYZ/HB/LT1xD-28 cepa GAB-3A#

3B 3C 3D#

GAB-8A

8B# ac 8D#

MMY2/H3/LT1# D-28 #cepasmutantesgap.

KT
(NH) 0.38 0.03 0.07 0.26 0,31 0,03 0,04 0.54 0,45 0,02

Jax

(pmol/:.min)

0,29 0,23 1,06 0,04 0'24 3.97 0,31 0,86

(WM) 0,58 0.33 0,20

Jmax

(pmol/g.min)

1,15 3.63 0.37 2,36

célulascrecidasenmedioWickerhamenergizadasporpreincubaciónconD-glucosa.
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7. TRANSPORTE DE L-LEUCINA Y GRADIENTE DE PROTONES EN CEPAS

MUTANTESDEFICIENTES RESPIRATORIAS.

7.1. INCORPORACION Y ENTRADA DE L- C LEUCINA EN CEPAS

JB65 rho’

Comose indicó en la IntroduCCión el estudio de ia entra
da e incorporación de L-14Cleucina en s.cerevisiae mutan
tes deficientes respiratorias. rho'. permitió discriminar
el aporte energético de procesos mitocondriales y del cito
sol.

Unacomparación entre la actividad de los sistemas trans
portadores en las cepas silvestres y sus mutantes rho', en
condiciones de distinta carga energética.constituye un ma
terial importante para indagar la relación entre entrada de
L-leucina y gradiente de pnfiones a través de la membrana.
Ademásese estudio en dobles mutantes, de transporte y de
ficientes respiratorias. son útiles para avanzar en la re
lación entre el ¿ipH'y la actividad de los distintos sis
temas de transporte.

Los experimentos se realizaron en mutantes JB65 rho'1,
JBóS rho'z, JB65 rho'3 y MMYZ/H3rho' obtenidas a partir
de las cepas parentales por el método de BrEt. Las cepas
deficientes respiratorias JB65rho' se aislaron de colonias
crecidas en medio sólido YPDA.

La mutante denominada JBó5 rho’1 se aisló de una colonia
de 2,5 mmde diámetro, la mutante JBGSrho.2 de una colonia
de 2,0 mmy 1a mutante JBGS rho'3 de una colonia de 1,0 mm.
A diferencia de ia cepa silvestre, no pueden utilizar mal
tosa como fuente de carbono.

Las dos primeras mutantes mencionadas crecen en medio
rico, alcanzando un rendimiento de 1 mg p.s.cél/ml de medio
de cultivo. En el caso de la mutante JB65 rho'3 el rendi
miento fue de 0,6 mgp.s.cé1/ml.

Para los ensayos de incorporación y entrada de L-14C ieu



cina, las células crecieron en medio rico Wickerham,se
ayunaron y se energizaron por preincubación con glucosa,
como se describió en Materiales y Métodos.

Las determinaciones de incorporación de L
demuestran que los valores de ésta son muybajos en célu
las ayunadas y no es posible establecer una cinética de

14C leucina

entrada.

En el caso de células energizadas de la cepa JB65 rho'1
figura 7.1., el proceso de entrada no es concentrativo,
asi para TO+4min,con la menor concentración externa del
aminoácido se obtiene un valor de 0,120‘pmol/g p.s.cél.
mientras que con la mayor concentración externa es
0.7954Pmol/g p.s.cél. En las cepas JB65 rho'2 y JB65 rho°3
el proceso es concentrativo; a To+4minla relación Ci/Ce
es 6 y 1,2-1,3 para la menor y la mayor concentración ex
terna de L-14c leucina, respectivamente.

7.2. PARAMETROS CINETICOS DE LOS SISTEMAS TRANSPORTADORES

Los experimentos se realizaron con células crecidas en
medio wickerham y energizadas en las mismas condiciones
que las descriptas para la figura 7.1.

Los valores obtenidos en repetidos experimentos. para
la cepa JBóSrho'1, no permitieron establecer una cinéti
ca de entrada y calcular los parámetros cinéticos KTy
Jmax'

En cambio, en las cepas JB65 rho.2 y JBGBrho'3, las
representaciones de Lineweaver-Burky Hofstee, figura 7.2.
indican la existencia de dos sistemas para el transporte
del aminoácido.

Por el método de análisis de datos de Lineweaver-Burk,
se obtuvieron los valores de los parámetros cinéticos,
que se presentan en la tabla 7.1. En las dos cepas no se
observan modificaciones en la afinidad de los sistemas
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Figura 7.1.: Incorporación de L-leucina en cepas deficientes
respiratorias.

células crecidas en medio Wickerham,energizadaa por preincu
bación con D-glucos? JBGSrho'1 (A). JB65 rho' (o ), ‘
JB65 rho’3 (I). L- ¿C leucina externa; 0,05 mM a); 1,0 mn
b). A los tiempos indicados se tomaron alícuotas que se pro

cesaron para la determinación de la radiactividad intraceluïlar.
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Figura 7.2.: cinética de entrada de L-leucina en las cepas
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células crecidas en medio Wickerham,energizadas por prein
cubación con D-glucosa. Representaciones de Lineweaver- ’
Burk y Hofstee (inserto).



Tabla7.1.:ParámetroscinéticoedelascepasJBóSrho'2yJ365

rh0-3o

cepaMediode

cultivo

JB65rho'Wickerham

3

J365rho'2Wickerham

KT
(WM)

0,086 0,273 0,059 0.349

Jmax

(Pmollmin.g)

0,382 0,585 0,030 0.076

LosvaloressecalcularonporelmétododeanálisisdedatosdeLineweaver-Burksegún lasrepresentacionesdelafigura7.2.
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con respecto a los valores calculados para la cepa silves
tre JB65 (KT1. 0,034 mMy KT2: 0.41 mM) (76). En los valo
res de Jmax se encuentra una disminución con respecto a la
cepa parental JB65 (Jmax1- 0.53lpmol/g.min. Jmaxzs
1,59 Pmol/g.min). La diferencia es más notable en la cepa
JB65 rho'z, para la cual las velocidades disminuyen en un
95 porciento con respecto a las de la cepa JB65.

7.3. SALIDA DE PROTONES EN CELULAS CON CONSUMO DE GLUCOSA

Para establecer si la diferente actividad de los siete
mas de transporte de L-14Cieucina en las tres cepas defi
cientes respiratorias, se debe a una baja actividad de la
H+-ATPasade membranacitoplasmática con respecto a la ce
pa silvestre, se midió la modificación del pHe por consumo
de glucosa, en células suspendidas en FHK4 mM;concentra
ción que permite una medida eficiente de la salida de pro
tones.

COmose observa en la tabla 7.11., en células ayunadae,
el agregado de glucosa en concentración final 5 mM,provo

ca una salida neta de protones medida hasta T0+1Omin,del
mismoorden para las cepas mutantes y la cepa parental. En
controles realizados sin agregado de glucosa. hay una dis
minución en el valor del pHe de 0,01-0,02 unidades, que
corresponde a 7 y 10 nmoles de protones/mg p.s.cél respec
tivamente.

Tampocose observan diferencias en los valores para cé
lulas energizadas. Los valores de nmoles de protones medi
dos son un 30 a 50 porciento menores que los valores en
células ayunadas, tabla 7.II.

Teniendo en cuenta que,además de la actividad de la
H*-ATPasa hay otros procesos como la salida de ácidos or
gánicos involucrados en la acificiación del medio externo



Tabla7.11.:SalidadeprotonesporagregadodeD-glucosa cepaCondiciónmetabólica

Ayunadaspreincubadas

.1365rho'115662 JB65rho'219095 JB65rho’316056 JBGS16977 CélulasayunadaeóenergizadaaporpreincubaciónconD-glucosaseresuspendieronen FHK5mM,pH4,5.AT.0seagregóD-glucosaenconcentraciónfinal5mM. ValoresdenmolesdeH’lmg.p.e.célhasta10min.
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(126,127) se midió la salida de protones en presencia de
dietilstilbestrol (DESE).un inhibidor de la actividad de
la H*-ATPasacitoplasmática (128,129).

En células deficientes respiratorias, el DESEconcen
tración externa Solpg/ml, inhibe un 50 porciento la salida
neta de protones, por agregado de glucosa a TO+min. En
las condiciones ensayadas, la actividad de la H -ATPasa es
responsable en parte de 1a acidificación del medio exter
no y su actividad es similar en las tres cepas deficientes
respiratorias.

7.4. EFECTO DEL 2.4-DINITROFENOL SOBRE LOS VALORES DE EN

TRADA DE L- C LEUCINA Y EL PH INTERNO

Para el transporte de aminoácidos se considera que, la
energía acumulada en el gradiente electroquímico de proto
nes (Afi 4»)actúa como fuerza impulsora dei proceso. Por
ei métodode distribución intra-extracelular del ácido ben
zoico. se determinó el pH interno (pHi) en las cepas defi
cientes respiratorias ayunadasy en las energizadas.

En los tres casos, tabla 7.III.. se obtienen vaiores si
milares de pHi. Teniendo en cuenta que ei pHe es 4,5 y que
no se modifica durante la determinación, en las tres cepas
el valor de ¿ipH está en el orden de 1.6 unidades,
94,4 mV.

La inhibición de la incorporación y entrada de L-leuci
na por acción de desacopiantes comoel 2,4-dinitrofenol
(DNP), ha sido descripta por varios autores (110,124,130).

En las tres cepas deficientes respiratorias, se estudió
el efecto del DNP50 PM, sobre la entrada de L-leucina. En
la tabla 7.IV. se observa que a To*4minla inhibición pro
ducida en las cepas JB65 rho'2 y JB65 rho'3 es del 50 por
ciento para las dos concentraciones externas de L-ieucina.



Tabla7.III.:EfectodelapreincubaciónconD-glucosasobreelpHienlascepasJBGS. cepaCondiciónpHi¿SpH(mv)

metabólica

JBósrho'1Ayunada5.501.00(59)

Energizada6,111,61(95)

JBóSrho'2Ayunada

5.551,05(62)

Energizada61

21,62(96)

JB65rho‘3Ayunada5,631,13(67)

Energizada6.101.60(94)

JB65AYunada5.901,40(83)

Energizada6,231,73(102)

célulascrecidasenmedioWickerham.



Tabla7.IV.:EfectodelDNPsobrelaentradadeL-leucinaenlascepasJB65. cepaAdición

[L-leucina]e0.05mp!

50un

[L-leucina]e1,0mM

JB65rho’1--0,122

DNP0.078(36,1)

JB65rho'2--0,587

DNP0,274(53.3)

JBSSrho.3--0.677

DNP0,353(47.9)

0.795 0.687(13.6) 2.546 1,321(48,1) 3,141 1.757(44.1)

CélulascrecidasenmedioWickerhamyenergizadasporpreincubaciónconD-glucosa.

14

Valoreseri/¡moldeL-CleucinaaT.4min. Entreparéntesisporcientodeinhibición.



En la cepa JBGSrho'1 la disminución es del 36 porcien
to para la menor concentración y del 14 porciento para la
mayor concentración externa del aminoácido.

El agregado del protonóforo, en concentración final
50 pM disminuye el valor del pHi en 0.10 unidades, sin mo
dificar el valor del pHe, tabla 7.v. En estas condiciones
el AspH es igual a 1,5 unidades, 88,5 mV. El DNPdisminu
ye en un 20 porciento el valor inicial de la relación
[H‘]ext/ [H‘]int. de un valor de 39,8 a un valor de 31,6.

7.5. INCORPORACION Y ENTRADA DE L"14

MMY2/H3 y MMYZ/H3 rho
C LEUCINA EN LAS CEPAS

Para las cepas JBGSy las mutantes deficientes respira
torias, el aporte energético mantiene la actividad de los
sistemas GAP. S1 y 82. El aporte proviene de la via mito
condrial y citosólica o sólo citosólica.

En el medio rico Wickerham, como se describió, la acti
vidad de la GAPes baja con respecto al medio VJPro y el
transporte es mediado principalmente por los sistemas s1 y
sz. Teniendo en cuenta estas determinaciones se decidió
aislar cepas deficientes respiratorias a partir de la mu
tante gap nny2/H3para evaluar la contribución energética
en ausencia de la GAP.

Las mutantes fueron preparadas comose describió en
Materiales y Métodosen presencia de tres concentraciones
de BrEt (50, 75 y 100 pg/ml).

Para cada concentración de BrEt se aislaron tres cepas,
numerándose a partir de la concentración SOÍPg/ml. Las ce
pas deficientes respiratorias y la cepa parental crecieron
en medio rico Wickerhamy se determinó la entrada de L-leu
cina utilizando dos concentraciones externas del aminoáci
do.

Los valores obtenidos, tabla 7.VI., indican que la en
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Tabla7.V.:EfectodelDNPsobreelpHienlascepasJBóS cepaAdición'

50unle¿spa(mV)

JB65rho'1--6

DNP,111,61(95)

6.021,52(90)

JB65rho-2--6

DNP,121,62(96)

6,001.50(89)

JB65rho'3--6

DNP,101,60(94)

5.981,48(87)

élu'''
Clascrec1dasenmedloW1ckerhamyenergizadasporpreincubaciónconD-glucosa



Tabla 7.VI.: Entrada de L-leucina en las cepas HMYZ/H3

Cepa [L-leucina]e (0,05 mM)[L-leucina]e (1,0 mn)
2 min 4 min 2 min 4 min

MMY2/H3 0.201 0,303 1.409 2,043

MMYZ/H3rho’1 0,351 0,580 2,877 4,148

HMY2/H3rho'2 0.354 0.571 2,632 4,850

Mny2/H3rho'3 0.300 0.472 2,018 3.908

MMYZ/H3rho‘4 0.289 0,490 2,719 4,104

nnyz/H3 rho'5 0,500 0,860 3,781 5.290

MMY2/H3rho‘6 0,506 0,800 4.085 6,050

MMY2/H3rho’7 0.210 0,321 1,691 2,643

MMYZ/H3rho’8 0,230 0,329 1,210 1,474

MMYZ/H3rho’9 0,493 0.755 3.330 5,101

Células crecidas en medio Hickerhamy energizadas por prein
cubación con D-glucosa.



trada es similar en todas las cepas aisladas. Para estas
mutantes haploides no se encontró cepa alguna que presen
tara deficiencia para el transporte del aminoácido. Los
efectos de ia preincubación con glucosa o etanol se estu
diaron en la cepa denominada MMY2/H3rh0-4

En la cepa parental, nmy2/H3,figura 7.3., la preincu
bación con glucosa (concentración final 5 mn) o con eta
nol (concentración final 10 mn) produce un aumento en los
valores de entrada con respecto a las células ayunadas.

Conglucosa la relación de concentración interna a ex
terna a TO+4mines igual a 22 para L-leucina externa 0,05
mMy de 6,5 con L-leucina externa 1,0 mH. Para la preincE
bación con etanol los valores son menores e iguales a 12
y 3,3 respectivamente. En células de la doble mutante
MMY2/H3rho.4 preincubadas con glucosa, figura 7.4.. la
relación Ci/Ce para la menor concentración es igual a 18
y de 4 con la concentración mayor. En esta cepa la prein
cubación con etanol no produce efecto sobre la entrada de
L-leucina por los sistemas s1 y 82. La deficiencia en el
funcionamiento de la mitocondria impide el aporte de ener
gía a través de la metabolización del etanol.
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8. EFECTO DE LA CQECENTRACION DE PROTONES DEL MEDIO SOBRE

LA ACTIVIDAD DE LOS SISTEFAS TRANSPORTADORESGAva1 Y 82

8.1. ENTRADA DE L-14C LEUCINA A DIFERENTES VALORES DE PH

EXTERNO.

El efecto del pHe sobre la actividad de los sistemas
transportadores de L-leucina se estudió en las cepas MMY2,
MMYZ/H3y en MMY2/LT1/GAP.Como se describió anteriormente.
la segunda cepa no presenta actividad del sistema general
y la tercenicepa tiene disminuida la incorporación del ami
noácido a través de los sistemas S1. 52. Las cepas crecie
ron en medio de cultivo rico Wickerhamy en medio sintéti

co VJNH4+o VJPro. La fuente de nitrógeno en estos dos úl
timos medios al reprimir o desreprimir la actividad del
sistema general, permite estudiar el efecto del pHeen ce
pas silvestres como la MMYZ,donde están presentes los res
sistemas para el transporte de L-leucina.

En células energizadas de la cepa MMYZcrecidas en me
dio Wickerham,figura 8.1., los valores de entrada no va
rían con el pHe en las dos concentraciones externas de
L-leucina ensayadas. con la menorconcentración. la rela
ción Ci/ce es 12 y es de 2,5 para la mayor concentración.
En células provenientes del medio VJNH4*hay una menor en
trada dei aminoácido y no se observan modificaciones en
los valores de entrada por el pHe. La relación Ci/Ce es de
2,5 para la menor concentración y de 0,35 con la concen
tración 1,0 mM.

En células crecidas en medio VJPro hay una mayor entra
da de L-14C leucina al variar el pHe. Para la menor concen
tración la relación Ci/Ce aumenta de un valor de 25 a pHe
3 a un valor de 35 a pHe 4,5 y luego se mantiene constante.

Con ia mayor concentración la relación se mantiene cong
tante e igual a 8,5 entre pHe 3-4 disminuyendo hasta 3,3
para un pHe de 6. En este caso el valor de la entrada de
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L-14C leuoina es del orden del observado a ese mismo pHe
en células crecidas en medio Wickerham.

En células de la cepa MMYZ/H3.también se observa, fi
gura 8.2.. una mayor entrada en el medio VJPro con respec
to al medio VJNH4’y valores intermedios para el medio 
Wickerham.

cuando el amonio es la fuente de nitrógeno del medio de
cultivo la relación ci/Ce se mantiene constante para las
dos concentraciones y es de 1,6 y 0,4 respectivamente. En
células provenientes delmedio Wickerhamla relación ci/Ce
para la menor concentración, alcanza un máximode 8,2 a
pHe 5 y se mantiene aproximadamente igual a 1,5 a 1.o m",

En las células crecidas en el medio VJPro se alcanza
un máximo de ci/Ce 10 a pHe 4 para la menor concentración
y un máximo de 2,2 a pHe entre 4 y 4.5 con la otra concen
tración ensayada.

En la cepa MMYz/LT1/GAP,crecida en medio VJNH4*, figg
ra 8.3., la relación Ci/Ce es de 1,5 a la menor concentra
ción y de 0,2 para la mayor concentración. Al crecer las
células en medio Wickerhamla relación Ci/ce disminuye de
25 a pHe 3 a un valor de 0,65 a pHe 6 para la concentra
ción 0,05 mM.Con la mayor concentración, los valores es
tán en el orden de los hallados para células crecidas en

VJNH4*.
Los trazados para los valores de entrada en medio

VJPro. son similares a los descriptos para la cepa MHYZ.
Cuandose utiliza la menorconcentración externa. la re
lación Ci/Ce se mantiene en el orden de 38 entre pHe 4-6
y para 1a mayor concentración disminuye de un valor de 11
a pHe 4 a un valor de 5,8.

cuando la medida de la entrada se realiza en células
ayunadas de nny2 y Mnyz/H3se observa, tabla 8.1., que en
las células provenientes del medio Wickerhamno hay modi
ficación en sus valores con el pHe. En la cepa Hny2/LTubAp
para las dos concentraciones externas los valores disminu
yen con el pHe.
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Tabla8.1.:EntradadeL-Cleucinaencélulasayunadas. cepa,[L-leucina]eMediodepHexterno

(HM)cultivo3;04,55.5

MMYZ0,05Wickerham0,103 MMY2/H30.093 MMY2/LT1/GAP0.163 Mmrz1.o0.502MMYZ/H30,562 MMY2/LT1/GAP0.912

¡un
PC‘- OOO

MHYZ/H30,028 MHY2/LT1/GAP0.039 MMYZ1900:345MHYZ/H30.274 MHY2/LT1/GAP0.271 MMYZ0.05VJPTO3.178(MHYZ/H30,225( MMYZILT1/GAP3,847(3

1 2 8

MMYZ1.09,8304

0 9CI.

MCD5*FO. .
CO

WW WW WMA
OCDKD¡“han Nlñü' NPv

r-OO OOO

MMY20.05VJNH4“0,1163

( 3

MMYZ/H31,000 MHYZ/LT1/GAP18.279 ValoresenPmoldeL-14Cleucina/g.p.a.cé1.aT.3min. EntreparéntesisvaloresderelaciónCi/Ce.
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En células del medio VJNH4+sólo se encuentra una dis
minución de la entrada en la cepa silvestre a pHe 5.5 pa
ra la concentración 0,05 mn. Resultados distintos se en
cuentran cuando las cepas han crecido en medio VJPro.

En la cepa MMYZ,la relación ci/ce disminuye al aumen
tar el pHe, tanto a baja comoa alta concentración exter
na del aminoácido. La relación disninuye de 30 a 22 en el
primer caso y de 5 a 1.5 para el segundo caso.

Para la mutante gap MMYZ/H3en cambio, no hay modifi
cación en los valores de entrada con el pHey los valores
son menores que los de la cepa silvestre.

En la cepa MMYZ/LT1/GAPla disminución en los valores
de entrada es significativa para la mayorconcentración
externa, pasando de un valor de ci/Ce 9 a pHe 3 a un va
lor de 5.8 a pHe 5.5.

8.2. EFECTO DEL PH EXTERNO SOBRE EL PH INTERNO CELULAR.

VALOR DEL GRADIENTE DE PROTONES

Comose señaló en Materiales y Metodos,la determinación
de la relación de distribución interna/externa del ácido
benzoico permite calcular el valor del pHi de las células
de levadura, en las mismas condiciones experimentales que
las empleadas para el estudio del transporte del aminoáci
do. Para la cepa silvestre Mny2crecida en medio Wickerham
se determinaron los valores de Ci/Ce en función del tiempo
a diferentes pHe, los resultados se presentan en la figura
8.4.

La relación de distribución Ci/Ce. disminuye con el au
mento del pHe, tanto en células ayunadas como en las ener
gizadas, alcanzándose el estado estacionario de 1a distri
bución a partir de los 3 min. En las células crecidas en
medio VJNH4+o VJPro también se encuentra una disminución
en los valores de la relación Ci/Ce con el aumento del pHe.
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En base a los valores de Ci/Ce obtenidos a partir del
estado estacionario, se calcularon los valores de pHi en
los distintos medios y condiciones ensayadas, tabla 8.11.
A partir del valor de pH interno se estima el valor de

pH a través de la barrera de permeabilidad.
En todos los medios empleados. la preincubación de las

células con glucosa da comoresultado un aumento en los
valores de pHi.

En células ayunadas provenientes del medio Wickerham,
el pHi se mantiene aproximadamente constante en las condi
ciones ensayadas. Para las células crecidas en medio mini
mo, hay en cambio un aumento de 0,4 unidades al pasar de
un valor de pHe de 4.5 a 5.5.

graficando los valores de ¿SpHen función del pHe, fi
gura 8.5.. se obtiene una disminución lineal con el aumen
to del pHe, con pendientes similares para los tres medios
de cultivo empleados, independientemente de la condición
energética de la célula.

Resultados similares se obtuvieron con las cepas
MHYZ/H3y MMYZ/LT1/GAP,tablas 8.III y 8.Iv.
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Tabla8.11,:EfectodelmediodecultivoydelacondiciónmetabólicasobreelpHintra

celularyelApHdelacepaMMYZ.

MediodeCondiciónpHepHi¿SPB cultivometabólica wickerhamAyunada

3 4 5

Energizada3

4 5

VJNH4"Ayunada

3 4 5

Energizada3

4 5

VJProAyunada

3 4 5

Energizada3

4 5

112



APH

—-I\>o.>.l\

(Dm;

mL

ApH

vab

ApH

#wa

o). b. 03

Figura 8.5.: Efecto del pHe sobre el ApH de la cepa MMYZ
crecida en medio Wickerham (A- A). VJNH4"(0- 0) ó VJPro(El-I).
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Tabla8.1II.2EfectodelmediodecultivoydelacondiciónmetabólicasobreelpHintra

celularyel¿kadelacepaMMYZ/H}.

Mediode cultivo Wickerham

4.

VJNH4 VJPTO

Condición metabólica Ayunada Energizada Ayunada Energizada Ayunada Energizada

pHe
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REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LOS SISTEMAS TRANSPORTADORES

POR LA FUENTE DE NITROGENO DEL MEDIO DE CULTIVO.

Las células de los microorganismos tienen una capacidad
limitada para controlar las propiedades de su medio exter
no. Por lo tanto deben desarrollar mecanismos que le permi
tan ofrecer las respuestas más convenientes ante cambios 
en el medio en que viven. En principio esto puede ocurrir
de dos formas: por cambios en su información genética, o
por una adaptación fenotípica. Los cambios genéticos resul
tan de mutaciones espontáneas durante el proceso de repro:
ducción y pertenecen entonces a una potencialidad natural
de la célula. Las adaptaciones fenotipicas, sin embargo,
están influenciadas por las condiciones del medio (131).

Las células deben disponer de nutrientes que requieren
para el mantenimiento de sus funciones fisiológicas. Entre
los nutrientes,los compuestosnitrogenados y en especial
los aminoácidos,constituyen un grupo esencial para el me
tabolismo de las levaduras.

En levaduras del género saccharomyces, resultados pre
vios han demostrado que el transporte del aminoácido L-leu
cina es mediadopor dos sistemas caracterizados cinética
mente. Un sistema s1 de alta afinidad, KT1y baja veloci

y otro sistema 52 de baja afinidad,KT2
2. En s.cerevisiae cepa 207

das máxima, Vmax1
y alta velocidad máxima, Vmax
diploide los parámetros cinéticos son KT1. 0,055 mM,
Vmax1. 0,79‘pmol/g.min. KT2= 0,92 mm. Vmaxza 2,34lpmoL@.mn1
y en s.cerevisiae JB65 silvestre diploide K 1- 0,034 mm,
vmgfi. 0.53 ¡mol/gmin. ¡(ng 0,41 mn, vmaxz. 1,59PmoJ/g.min.
(76).

Ademásde la participación de estos sistemas, la L-leu
cina puede ser transportada por la permeasa general de ami
noácidos, GAP(15,53). La existencia de estos tes sistemas
decidió el estudio de la participación relativa de los mig
mos, la contribución parcial en la incorporación total del
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aminoácido y la regulación de las actividades de los sis
temas.comorespuesta a diferentes fuentes de nitrógeno del
medio de cultivo. Comocondiciones de represión se utili
zaron medios con amonio como fuente de nitrógeno y de des
represión medios con L-prolina, asi comomedio rico Wicker
ham (extracto de levadura, extracto de malta, peptona, gl;
cosa).

En células de la cepa JBGSsilvestre diploide, crecidas
en medio rico Wickerham o suplementado con amonio, la en
trada e incorporación de L-leucina, es menor que cuando
proviene de un medio suplementado con L-prolina (figura
4.1.). El aumento en este caso es importante con la concen
tración externa baja, 0,05 mM,en que el proceso es concen
trativo. 

Este resultado indica que en condiciones de represión
de la permeasa general por amonio, la L-leucina es trans
portada por el sistema s1, sin descartar que en estas celu
las hayatambién una baja actividad de la GAP.En condicio
nes de desrepresión por L-prolina en el medio de cultivo,
puede atribuirse la mayor entrada a 1a operación conjunta
de los sistemas S1 y GAP.

Es interesante señalar que en células crecidas en medio
Wickerhamlos valores de entrada son similares al medio
conteniendo amonio. La presencia de extracto de levadura
en los medios MINI-[4+o MYPro y además de peptona en el mg
dio Wickerhamdificulta la interpretación de los resulta
dos debido a que en los medios no hay una única fuente de
nitrógeno. sin embargo, resultados similares se obtienen
en células crecidas en medidisintéticos VJNH4+o VJPrO
(figura 4.2.).

Una aproximación cuantitativa del funcionamiento de c3
da uno de los sistemas de transporte de L-leucina puede
inferirse por la inhibición del proceso por el mismoami
noácido o por L-citrulina que inhibe, específicamente el
transporte por la GAP(53). Los datos de la tabla 4oII.
muestran un efecto competitivo de la L-citrulina sobre
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la entrada de L-leucina. El efecto es diferente para las
dos concentraciones externas de esta última indicando que
para la concentración menor, la GAPcontribuye en el trans
porte del aminoácido.

Por la inhibición observada con L-citrulina.en células
crecidas en medio VJNH4+no hay una represión total sobre
la actividad de la GAP.La inhibición de la incorporación,
con la mayor concentración externa de L-leucina, indica
que la GAPparticipa en altas concentraciones, sólo en cé
lulas desreprimidas.

De los resultados descriptos es posible establecer que:
1, en medios de cultivo con una fuente pobre de nitrógeno,
comola L-prolina, la actividad de los sistemas transporta
dores es mayor y 2, en células crecidas en medios con una
fuente rica de nitrógeno, a concentración externa baja opa
raria otro sistema ademásdel sistema s1,

La cinética de la entrada de L-leucina, en función de
las concentraciones externas del aminoácido (figura 4.3)
y los datos de los parámetros cinéticos de los sistemas
transportadores (tabla 4.1.) demuestran que los sistemas
s1 y sz, en condiciones de represión de la GAPpor amonio,
funcionan con valores de K en el orden de los KT1y ¡TZ
descriptos previamente en células crecidas en medio Hicks:
ham. Los valores de Vmaxsugieren que en condiciones de
represión por amonio,hay un número menor de formas activas
del transportador para L-leucina. En el caso de desrepre
sión, los datos indican la existencia de sólo un sistema

del orden de KT1 y V del orden decon un valor de K max
V

T

max2’
Estos resultados cinéticos podrían indicar que, en con

diciones de desrepresión sólo actúa el sistema de la GAP.
sin embargo, no debe descartarse que estos datos cinéti
cos enmascaren la actividad de sistemas que tengan cons
tantes cinéticas similares.

como se señaló en los ensayos de competencia con L-ci
trulina, la entrada de L-leucina no es inhibida totalmen
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te, comocorrespondería a un transporte único a través de
la GAP. Por otro lado el sistema s1, tiene un KT1similar
al de los aminoácidos transportados por la GAP(53).

En el estudio del efecto del amonio sobre los sistemas
de transporte de aminoácidos es necesario distinguir el
proceso de represión por amonio. contenido en el medio de
cultivo y el de inhibición por amonio, en el medio de in
cubación en que se determina la entrada de L-leucina (33,
53.66).

En células no reprimidas (tabla 4.III.)
tración externa de L-leucina,operan los sistemas s1 y GAP
y el amonio inhibe la entrada de L-leucina por la GAP. P3
ra células reprimidas, en ausencia de la GAPcon las dos
concentraciones externas de L-leucina, se pone de manifies
to un efecto inhibitorio del amonio sobre los sistemas s1
y 82. Comparando los valores de entrada en ambos casos se

a baja concen

encuentra que en células con una activa síntesis de pro
teínas, por incubación con glucosa y amonio, 1a actividad
de transporte por los sistemas s1 y 82 es mayor que en cé
lulas incubadas sólo con glucosa.

Los resultados expuestos indican que los sistemas S1 y
32 no son idénticos a la GAP.En la levadura saccharomzces
cerevisiae JBGScrecidas en medios suplementados con amo
nio, la entrada de L-leucina es mediada por los sistemas
S1 y s2 en ausencia de funcionamiento de la GAP.

En estas condiciones, la entrada por los sistemas s1 y
S2 permite a las células la posibilidad de consumodel
aminoácido externo, propiedad que los distingue de las
permeasas de L-prolina, que son reprimidas por amonio
(82-85). El amonio inhibe en mayor extensión la entrada
de L-leucina por la GAP.

Un avance en el conocimiento de la participación de
sistemas múltiples en la entrada de nutrientes,ha sido pg
sible por el estudio en cepas silvestres y mutantes de
transporte aisladas a partir de las primeras. Para amino
ácidos esa metodología ha permitido estudiar los sistemas
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para lisina yarginina por grenson, M. y col. y para L-pro
lina por Brandriss, M,C,

Los resultados obtenidos en s.cerevisiae JB65 indican
la participación de tres sistemas S1. 82 y GAP.

La confirmación de la actividad de estos sistemas pro
viene de los ensayos en la cepa de s.cerevisiae MMy2,sil
vestre haploide y las mutantes MMYZ/HS,MMY2/LT1/GAPy 
MMY2/H3/LT1.

Las determinaciones de incorporación de L-leucina en cg
lulas MMYZy su mutante gap MMYZ/HS,crecidas en medio

Wickerhamindican que para ese medio, la entrada del aming
ácido es mediada por sistemas distintos a la GAP.debidoa
que no se encuentran diferencias en la acumulación por las
dos cepas (figura 5.1.).

Comose describió, la utilización de medios sintéticos
con una fuente definida de nitrógeno permite realizar en
sayos de incorporación en células donde la actividad de la
GAPse encuentra reprimida o desreprimida. El efecto de la
desrepresión por L-prolina de los sistemas transportadores.
queda demostrado por los resultados obtenidos de la incor
poración de L-14C citrulina en la cepa MMYZ.

En las condiciones de ensayo usadas (células ayunadas
y energizadas por preincubación con glucosa) para ei medio
VJPro se observa una rápida entrada de L- C citrulina
(figura 5.8.) que es transportada en forma especifica por
la GAP.Este aumento en los valores de entrada.con respeg
to al medio VJNH4+,nose produce en la mutante gap
MMY2/H3.El aumento observado en los valores de entrada de
L-leucina (figura 5.2.) en la cepa silvestre MMYZ,al cre
cerla en medio con L-prolina en lugar de amonio como fuen
te de nitrógeno, es similar al aumento en la cepa JB65
(figura 4.2.). La rápida entrada también se produce en las
células ayunadas del medio VJPro, principalmente a bajas
concentraciones externas del aminoácido.

En las células de la cepa MMYZ/H3no se alcanza la sa
turación observada en la cepa silvestre (figura 5.3.). La



122

deficiencia en la actividad de 1a GAPdebido a la mutación
que presenta la cepa, permite la operación del sistema s1
a bajas concentraciones externas del aminoácido. Este sis
tema por su baja velocidad máxima,no permite la acumula
ción del aminoácido tan rápidamente comopara alcanzar la
saturación a To*3min.En estas células además,la presencia
de L-prolina en el medio de cultivo aumenta la incorpora
ción mediada por los sistemas s1 y 82.con respecto al cre
cimiento en medio con iones amonio como fuente de nitróge
no. El efecto de ia L-prolina también se produce en células
energizadas de la doble mutante MMYZ/H3/LT1,tabla 6.1.

Un aumento enla entrada de los aminoácidos,al usar una
fuente pobre de nitrógeno comoL-prolina,ha sido usual
mente asociada a la operación de la GAP(15).

sin embargo, para ei aminoácido L-serina que no es trans
portado por la GAP. Prasad, R. y col. (61) encontraron un
aumento en los valores de entrada cuando la L-prolina es
la fuente de nitrógeno del medio de cultivo. Los resulta
dos comentados señalan que un aumento en la actividad de
transporte para un dado aminoácido al utilizar una fuente
pobre de nitrógeno, no puede atribuirse solamente a una
participación de la GAPen dicho proceso.

Las determinaciones cinéticas y los parámetros calcula
dos para las distintas cepas (tabla 5.1 y figuras 5.4.-5.&)
permiten concluir que en la cepa MMY2crecida en condicio
nes de desrepresión,e1 único sistema caracterizado cinéti
camente,se debe a una superposición de la actividad de la
GAPsobre los sistemas S1 y 82. Este resultado también se
encontró en la cepa diploide JB65 (tabla 4.1.). La contri
bución de la GAPresulta anulada en la mutante mmy2/H3ca

racterizándose los sistemas S1 y 32. Los valores de KTde
terminados en esta cepa (tabla 5.1.) están en el orden de
los obtenidos en otras cepas silvestres (76,130) indicando
que el sistema GAPno está relacionado con las entidades
responsables de la afinidad de los sistemas s1 y 82. Los
sistemas son sensibles a la presencia del amonio en el
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medio de cultivo.como se observa por la disminución en los
valores de Jmax con respecto a los valores encontrados en
VJPro. aunque la máxima disminución se produce sobre la
GAP.

La cepa MMyZ/LT1/GAPtiene disminuida la actividad de
los sistemas S1 y 82 para el transporte de L-leucina. Los
parámetros obtenidos en esta cepa resultan entonces los
valores para el transporte de L-leucina por la GAP.La ari
nidad obtenida está en el orden de la determinada para
otros aminoácidos transportados por el sistema general
(53). Los valores obtenidos justifican la superposición de
actividades observada en cepas silvestres,que dificultan
el estudio de la incorporación de un aminoácido.cuando es
mediado por 1a operación de sistemas de especificidad par
cial y sistemas de amplia especificidad.

Los resultados de competencia de la entrada de L-leuci
na por otros aminoácidos permiten conocer la operación re
lativa de cada sistema en las distintas condiciones experi
mentales usadas.

En presencia de diferentes aminoácidos (tablas 5.III
5.v.) la entrada de L-14Cleucina muestra inhibición para
el transporte del aminoácidoradiactivo,tanto en la cepa
silvestre comoen la mutante gap. En la primenlcepa el ami
noácido a-aminoisobutírico es el único que no inhibe la
entrada de L-leucina. En la mutante gap además de este ami
noácido, 1a L-oitrulina no produce inhibición. Los results
dos obtenidos en los ensayos de competencia son concordan
tes con los de la cepa JB65.que indican la presencia de más
de un sistema de acuerdo a las condiciones ensayadas. La
L-citrulina inhibe el aminoácido transportado por la GAP.
pero no el que resulta transportado por los sistemas s1 y
82.

En el estudio del efecto de los reactivos de grupos tio
les sobre el transporte de L-leucina, Ramos, E.H. y col.
encontraron que la incubación previa con el aminoácido.au
menta los valores de entrada con respecto a células ayuna
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das.
Bussey, H. y Umbarger, H.E.. demostraron que cuando el

aminoácido L-leucina es utilizado comofuente de nitrógeno
en lugar de amonio, aumentan tanto los valores de entrada
del aminoácido como la capacidad de ligado o unión "bindingl
a proteinas aisladas de células crecidas en ese medio de
cultivo (S).

Resultó interesante por lo tanto, indagar que efecto pg
día tener la L-leucina sobre la cinética de incorporación.
cuando se utiliza comofuente de nitrógeno del medio de
cultivo. Los valores de G (tiempo de generación, ver Mate
riales y Metodos)y el tiempo necesario para alcanzar la
fase estacionaria de crecimiento, demuestran que la L-leu
cina comparada con el amonio, no es una buena fuente de
nitrógeno. como se deduce de la curva de crecimiento de la
cepa mutante gap, MMYZ/H3,laactividad de los sistemas s1
y 82 es suficiente para permitir el crecimiento de las cé
lulas en forma similar a la cepa silvestre. otro dato que
confirma que la L-leucina es transportada por 1a GAPes la
capacidad de la mutante MMYZ/LT1/GAPpara crecer en el me
dio VJLeu. Los resultados presentados (figuras 5.7.-5.11 y
tabla 5.11) indican que el aumento en los valores de entra
da de L-leucina en la cepa silvestre,se debe a la desreprg
sión de la GAPpor el aminoácido.cuando es utilizado como
fuente de nitrógeno del medio de cultivo. Desde un punto
de vista cinético,1a L-leucina tiene un efecto similar a
la L-prolina sobre la actividad de la GAP.No puede des
cartarse que además, la L-leucina tenga efecto sobre la
actividad o sintesis de proteínas de ligado involucradas
en el proceso de transporte (11).

Es interesante señalar que en la cepa nmy2, la sensibi
lidad al aminoácido D-histidina transportado por la GAPy
que es tóxico para el metabolismo celular. disminuye al
utilizar L-leucina en lugar de L-prolina comofuente de
nitrógeno (Kotliar, H. comunicaciónpersonal).
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La TFLes un compuesto de estructura análoga a la L-leu
cina y ha sido empleadapara aislar mutantes deficientes
en el metabolismo del aminoácido ( 5).

La cepa MMY2/H3/LT1,aislada por su resistencia a TFL,
presenta una baja actividad para el transporte del aminoá
cido de acuerdo a los valores de entrada en células creci
das en medio Wickerham(figura 6.1.). Para estas células
el transporte no es concentrativo, a diferencia de lo que
ocurre en la cepa MMYZy en la cepa parental MMY2/H3(figu
ra 5.1.).

Las determinaciones cinéticas permiten caracterizar en
la cepa, un solo sistema para el transporte del aminoácido.
El sistema tiene baja afinidad y baja velocidad máxima(ta
blas 6.1. y 6.11). La característica del sistema impide
que la TFLsea transportada al interior celular y resulte
tóxica para el crecimiento. Comoha sido señalado, la uti
lización de L-prolina comofuente de nitrógeno, aumenta
los valores de entrada de L-leucina. La mutación no altera
la utilización de la L-prolina ni el efecto de esta fuente
de nitrógeno sobre la actividad de los sistemas transporta
dores.

El cruce de esta mutante con la cepa silvestre D-28,
permitió obtener tetradas en las cuales se estudió la ciné
tica de incorporación. Las determinaciones cinéticas mues
tran diferencias con respecto a la actividad de transporte
de cada tetrada. En una tetrada, dos miembrostienendefi
ciencias para el transporte del aminoácidoy en la otra,
sólo una no lo transporta (tabla 6.11.). otra de las ca
racteristicas es que las cepas presentan uno o dos siste
mas de transporte. Teniendo en cuenta estos resultados, no
puede asegurarse que la mutación de un solo gen sea res
ponsable de la baja actividad de la cepa Mny2/H3/LT1.En
base a lo observado en la cepa silvestre MMY2al crecer
en medio VJPro, la cinética de la cepa MMY2/H3/LT1podria
ser el resultado de la operación simultánea de sistemas
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con baja actividad,ya sea por disminución de la Jmax o
por pérdida de la afinidad.

La actividad relativa de los sistemas S1, 82 y GAPde
pende de la fuente de nitrógeno del medio de cultivo y
por lo menostres mutaciones afectan la cinética de incor
poración del aminoácido.

TRANSPORTE DE L-LEUCINA EN MUTANTESDEFICIENTES RESPIRA

TORIAS

En el estudio de los requerimientos energéticos para
la incorporación de L-leucina en s.cerevisiae, Ramos,E.
H, y col. (48) encontraron que los sustratos capaces de
activar la transferencia de electrones en mitocondria y
la fosforilación oxidativa, estimulan el transporte y la
acumulación del aminoácido. Los resultados obtenidos con
cepas silvestres y deficientes respiratorias rho‘, indica
ron que en células competentes respiratorias, la mitocon
dria contribuye aportando compuestos de alta energía re
queridos en el proceso de transporte.

con el objeto de ampliar estos resultados, se decidió
utilizar cepas deficientes respiratorias obtenidas a par
tir de la cepa diploide JBóS y de la haploide MMYZ/H3
(ver Materiales y Métodos). En estas cepas parentales, cg
mose describió,la actividad de los sistemas de trans
porte de L-leucina depende de la fuente de nitrógeno del
medio de cultivo.

En la preparación de mutantes deficientes respirato
rias, el BrEt presente en el medio de cultivo produce de
leciones en el ADNmitocondrial. Entre los genes mitocon
driales se encuentran los de componentes de la cadena res
pirateria, así comode subunidades de la ATPasamitocon
drial (132).
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La membranainterna mitocondrial carece entonces de com
ponentes que incluyen a los citocromos 333 y b de la cade
na respiratoria. Debido a esto, las mutantes no consumen
oxígeno y su crecimiento está sostenido por la glucólisis
citosólica comofuente de ATP(133,134). Para las mutantes
rho- ademásde la deficiencia respiratoria.se han descrip
to diferencias con respecto a las cepas silvestres, en las
características de la superficie celular (135-137)y en la
utilización de algunos azúcares comoD-galactosa y D-mal
tosa.

Las determinaciones de entrada de L-leucina en mitocon
drias aisladas de la cepa MMYZ(ver punto 5.5.) indican que
en las condiciones de crecimiento utilizadas, no represión
catabólica. las organelas eon aptas para transportar el a
minoácido. Teniendo en cuenta una relación 2:1 para
p.s.cél/proteina y que la mitocondria representa el 10 por
ciento del peso de la célula. puede estimarse un flujo de
0,07‘Pmol/g.min para una concentración externa 1,0 mn. El
valor calculado es 15 veces menor que el determinado para
igual concentración externa de aminoácido, a través de la
barrera de permeabilidad celular (76,138). En condiciones
fisiológicas.el valor en cepas silvestres probablemente
disminuya por competencia con otros aminoácidos o metabo
litos y en deficientes respiratorias sería menor,debidoa
la incapacidad de las mitocondrias para sintetizar proteí
nas (134). El transporte al interior mitocondrial no produ
ce diferencias en los valores de entrada del aminoácido 
entre las cepas parentales y deficientes respiratorias.

En las cepas deficientres respiratorias JB65rho'1,
JB65 rho'2 y JB65 rho’s, los valores de entrada e incorpo
ración medidos difieren para cada cepa (figura 7.1.). En
la cepa JB65 rho.1 la entrada no es concentrativa para nin
guna de las concentraciones externas ensayadas, mientras
que en las dos restantes hay acumulación del aminoácido.
Los valores determinados para los parámetros cinéticos
(tabla 7.1,) muestran una disminución en la velocidad maxi



macon respecto a la cepa silvestres (tabla 4.1.).
En base a las diferencias encontradas para la actividad

de transporte,se decidió evaluar y comparaen las tres ce
pas la salida de protones por agregado de glucosa y el
AspHa través de la barrera de permeabilidad.

En células de levadura, el proceso de acidificación
del medio externo se asocia con el transporte de nutrien
tes comohidratos de carbono y aminoácidos.

Una evidencia de la relación entre los dos procesos fue
presentada por serrano, R. y col. con mutantes termosensi
bles para la salida de protones estimulada por glucosa
(139). En mutantes que no acidifican el medio externo debi
do a una baja actividad de la H+-ATPasa.nohay transporte
de L-leucina o histidina. La actividad de transporte se
reestablece al volver a la temperatura en que la H*-ATPasa
acidifica el medio.

En nuestras cepas no se encontró diferencias en la sali
da de protones entre las cepas deficientes respiratorias
y tampoco con respecto a la cepa silvestre JB65 (tabla
7.11). otra cepa deficiente, la 207 rho', mostró valores
de salida de protones en el orden de las cepas comentadas
(48, 124).

La medidade la distribución intra-extracelular de áci
do benzoico permite calcular el valor del pHi de las leva
duras en las mismascondiciones utilizadas para estudiar
el transporte del aminoácido.

En forma análoga a lo observado con la salida de protg
nes, en las tres mutantes, se establece un ¿ApH de magni
tud similar a la cepa silvestre (tabla 7.III).

Los resultados hasta aqui presentados indican que en
estas mutantes desde el punto de vista energético, el apoE
te a través de la via glucolítica le permite a la célula
mantener un gradiente de pH (A pH) a través de la barrera
de permeabilidad, termodinamicamente suficiente para impul
sar el transporte concentrativo de nutrientes.

En el caso de 1a cepa JB65 rho'1, la salida de protones
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y un ¿Spa apropiado no son condiciones suficientes para
asegurar el transporte del aminoácido.

Para las otras dos cepas, JB65 rho'2 y JB65 rho'3, la
participación del ¿SPBen el proceso de transporte puede
inferirse indirectamente de la inhibición producida por
el DNP(tablas 7.IV y 7.V.) sobre la entrada del aminoáci
do. 

En estas cepas el reactivo disminuye el ¿BpHen 0,10
unidades y en un 50 porciento los valores de entrada,
tanto para el sistema S1 comopara el 52.

Para el DNPademás del efecto de transportar protones
extracelulares, también se ha descripto su capacidad para
permanecer unido a componentes de la membrana (140). Como
consecuencia no sólo disminuiría el ¿ipH sino que afecta
ria el ligado del aminoácido a las entidades responsables
del reconocimiento.

En el caso de la cepa JB65 rho‘1, esto explicaría por
que el DNPinhibe los valores aunque la levadura no acumg
la el aminoácido (tabla 7.IV).

comoforma de evaluar la actividad de otro sistema im
pulsado por un gradiente de iones,se puede relacionar la
capacidad para crecer de cepas silvestres y deficientes
respiratorias en medios con maltosa comofuente de carbo
no. Durante el transporte de maltosa en levaduras, un prg
tón es cotransportado con cada mol de carbohidrato (24.
104).

La reducción en los niveles intracelulares de ATPpor
la acción combinadade antimicina y 2-desoxiglucosa tiene
poco efecto sobre el transporte del azúcar,mientras que
el DNPlo inhibe,sugiriendo la participación del gradien
te de protones. En deficientres respiratorias, Wilkie, D.
y col. han descripto diferencias en la utilización de ga
lactosa o maltosa comofuente de carbono con respecto a
las cepas parentales (136,137). La capacidad para utilizar
el carbohidrato se restablece luego de tratar las defi
cientes con dimetilsulfóxido (DMSO).Debido a que el reac



tivo tiene efecto sobre la membranaplasmática, modifican
do su permeabilidad, se concluyó que la no utilización del
compuesto comofuente de carbono.es una consecuencia de la
incapacidad para transportarlo a través de 1a barrera de
permeabilidad (136,137).

En la cepa JB65 hay crecimiento con maltosa como fuente
de carbono, a diferencia de lo que ocurre con las tres mu
tantes respiratorias obtenidas a partir de ella. otra cepa
la 207 rho’, crece con maltosa como fuente de carbono.

‘ Esta cepa fue utilizada por Ramos, E.H. y col. para
estudiar los requerimientos energéticos para el transporte
de L-leucina (48), el efecto de los reactivos de grupos tig
les (90) así comoel efecto de protonóforos sobre el pHi
y la incorporación del aminoácido (124). si bien es cierto
que la entrada del aminoácido es menor (48) que la corres
pondiente a su cepa parental 207, los valores determinados
indican que esta cepa realiza el transporte concentrativo
del aminoácido. Comparandolas características de las cepas
207 rho' y JB65 rho‘, podría considerarse que las deficien
cias en la segunda cepa, se deben a modificaciones en la
barrera de permeabilidad.que impiden el acople o interac
ción del sistema de transporte con el gradiente electroquï
mico de protones.

La función de la mitocondria en el proceso de transpor
te de L-leucina por los sistemas S1 y 52, involucraria la
participación a nivel del metabolismoy a nivel estructural.

En el primer caso la mitocondria aporta compuestos de
alta energia comolo confirman los experimentos en que la
estimulación producida por el etanol en la cepa MMYZ/fl}.
resulta anulada en 1a cepa MMYZ/H3rho'4 (figuras 7.3. y
7.4.). En el segundo caso la mitocondria afecta la funcio
nalidad de la barrera de permeabilidad impidiendo que los
sistemas actúen en forma eficiente.



RELACION ENTRE EL GRADIENTE DE PROTONES Y LA ACTIVIDAD DE

LOS SISTEMAS S1. 82 Y GAP.

Una característica comúnde todas las células es su ca
pacidad para mantener el pH citoplasmático aproximadamente
constante. Los valores de pHcitoplasmático y del interior
de organelas son factores importantes que controlan diver
sos procesos celulares.

En el estudio de las variables que controlan el creci
miento de s.cerevisiae, se encuentra que una disminución
en la actividad de la H+-ATPasase correlaciona con una
disminución en la velocidad de crecimiento y en los valo
res de pH citoplasmático (108,109).

El valor del pHcitoplasmático (pHi) está relacionado
con la magnitud del AE; a través de la barrera de per
meabilidad que tiene un papel central en el transporte de
nutrientes.

Los resultados comentados indican,que para el transpor
te del aminoácido L-leucina participa además de los siste
mas s1 y sz,el sistema de la permeasa general de aminoáci
dos, GAP.Teniendo en cuenta entonces la participación de
tres sistemas, resulta importante establecer la relación
entre el A pHa través de la barrera de permeabilidad y
la incorporación del aminoácido a través de cada sistema.

Diferentes técnicas han sido utilizadas para la deter
minación de los valores de pHi en células crecidas en me
dios de composición química no definida.

En células de diferentes especies de levadura, creci
das en medios con extracto de levadura y glucosa, slavik.
J. y col. determinaron los valores de pHi utilizando com
puestos fluorescentes (113). En las cinco levaduras usa
das en ese trabajo se obtienen valores de pHi del orden
de 5,8 unidades a pHe 3 que aumentan a 6,3 a pHe 6.

Utilizando la técnica de resonancia magnética nuclear
de 31? (141) se obtienen valores mayores de pHi (7,2 uni
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dades) que se mantienen constantes entre valores de pHe
que varian de 6 a 7,9.

Con el método de distribución del ácido propiónico, en
células crecidas en medio YPD.de la Peña y col. observa
ron una disminución en la relación Ci/Ce al aumentar el
pHe (115). Las relaciones de distribución medidas permi
ten calcular un pHi 6,2 a pHe 4,5 que aumenta a 6,6 a pHe
6. En este trabajo también se establece una disminución
de tipo lineal del ApH al aumentar el pHe.

Los resultados presentados en el punto 8.2. en células
crecidas en medio wickerham,indican un comportamiento si
milar en los valores de pHi. Ademáslos valores de pHi y
Apo son mayores en células preincubadas con glucosa
(tablas 8.II-IV).

En células energizadas crecidas en medios sintéticos
con amonio o L-prolina como fuente de nitrógeno. el pHi y
el ¿ApH son similares a los valores medidos en células
provenientes del medio Wickerham. El pHi y el ¿ipH resul
tan por lo tanto del mismoorden al preincubar las levadu
ras con glucosa, independientemente del medio de cultivo
utilizado (tablas 8.II-IV).

se encuentran diferencias en cambio, al comparar los
valores en las células crecidas en distintos medios y ayu
nadas.

En las provenientes del medio VJNH4*,los valores de
pHi están por debajo de los obtenidos en medio Wickerham.
Los máximosvalores corresponden a las células crecidas en
medio VJPro.En condiciones similares se estudió el trans
porte del aminoácido.

Los ensayos de entrada para la cepa silvestre MMYZmues
tran una disminución de ésta al aumentar el pHe cuando la
levadura crece en medio VJPTOy se ensaya con una concen
tración externa de L-leucina igual a 1,0 mM(figura 8.1.
y tabla 8.1.). El medio con L-prolina desreprime la acti
vidad de la permeasa general y también aumenta la activi
dad de los sistemas S1 y s2.
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La cepa MMYZ/H}carece de una permeasa general funcio
nal y el transporte del aminoácido se realiza sólo por los
sistemas s1 y 32. si se comparan los resultados obtenidos
con estas dos cepas (figuras 8.1. y 8.2. y tabla 8.1.) se
encuentra que la relación con el pHe no se conserva al
introducir una mutación que afecta la actividad de la per
measa general.

En la cepa MMYZ/LT1/GAPel transporte del aminoácido se
realiza principalmente a través del sistema general. En
esta cepa ademásdel efecto descripto en la cepa silvestre,
hay una disminución en la entrada al aumentar el pHe en
las células crecidas en medio rico, con baja concentración
de L-leucina externa, 0,05 mM(figura 8.3.). En las deter
minaciones realizadas se encuentra que la relación Ci/Ce
para el aminoácido es mayor a baja concentración externa
que a alta concentración. Cuandoopera el sistema general
las relaciones Ci/Ce son mayores que cuando funcionan so
lamente los sistemas S1 y 82.

Considerando la disminución del AspHal aumentar el
pHe puede concluirse que el sistema general GAP.resulta
más sensible a la magnitud del AspH, en las células cre
cidas en condiciones que permiten su desrepresión. Además
del AspHla diferencia de potencial eléctrico de membra
na, ¿9V, contribuye al gradiente electroquímico de proto
nes, Ají}; a través de la membranaplasmática.

En células de levadura no se ha encontrado afin un métg
do adecuado para determinar el valor del ¿SY. La mayor
parte de las células de levadura son pequeñas para utili
zar procedimientos directos que involucren microelectro
dos y entonces deben emplearse métodos indirectos. Los
procedimientos basados en cambios de fluorescencia de sus
pensiones de levadura en equilibrio con colorantes deriva
dos de cianina,dan resultados cualitativos (142). Además
los colorantes pueden censar potenciales de organelas in
tracelulares comolas mitocondrias o inducir el crecimien
to de deficientes respiratorias (143).
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Los cationes lipofílicos en algunos casos son transpor
tados por sistemas específicos o pueden unirse a componen
tes intracelulares llevando a estimaciones erróneas de la
distribución entre el citoplasma y el medioexterno (111,
112). Las células de levadura Endomycesmagnusii son lo
suficientemente grandes para medir potenciales de membrana
con microelectrodos (144). La característica de esta célu
la permite calcular y comparar los valores de potencial de
terminados con electrodos o cationes lipofílicos. _

Los valores calculados con la distribución del catión
lipofílico tetrafenilfosfonio (TPP*) son de -65 mva pH
4.5 y -125 mv a pH 7. En iguales condiciones los valores
hallados con microelectrodos son de -19O mv a pH 4,5 y
-275 mva pH 7,1. En base a estos resultados,estimaciones
como las realizadas por Horák, J. y xotyk, A. para el
transporte de L-prolina, no serían exactos (145). Los au
tores asumiendo una estequiometría 1:1 entre aminoácido/
protón.calculan a partir de la distribución de TPP+una
relación de concentración interna a externa igual a 270
a pHe 4,5 y 75 a pHe 6.6. Las relaciones teóricas están
por encima de los valores experimentales obtenidos.

Desde el punto de vista cualitativo sin embargo, los
datos de distribución de cationes lipofílicos y la deteE
minación del pHi de las levaduras, indican que la energía
acumulada en el gradiente electroquímico de protones,
AnflH*es superior a la requerida para mantener las rela
ciones de concentración intra-extracelular determinadas.
El gradiente electroquímico podría tener otras funciones
comopor ejemplo mantener en una configuración apropiada
a los sistemas de transporte (146).
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En células de Saccharomlces cerevisiae el transporte de
L-leucina es mediado por la operación de tres sistemas: S1,
s2 y la permeasa general de aminoácidos, GAP.

El sistema S1 es de alta afinidad. baja velocidad máxi
may actúa a concentraciones externas de L-leucina 0,05
CL1OmMy el sistema 52 de baja afinidad, alta velocidad
máximaa concentraciones externas 1.0 mn.

En cepas silvestres, la actnádad de los sistemas trans
portadores de L-leucina es máximaen células crecidas en
medios conteniendo una fuente pobre de nitrógeno como L-prg
lina o L-leucina.

En medios de cultivo conteniendo iones amonio, la acti
vidad del sistema general resulta reprimida y el transpor
te se realiza a través de los sistemas S1 y 82. La afinidad
de estos sistemas (KT1- 0,034 mMy KTZ: 0,410 mM) no se mg
difica por la fuente de nitrógeno del medio de cultivo,
mientras que los valores de Jmax1 y Jmax2 disminuyen en
presencia del amonio.

En condiciones que permiten la desrepresión dei sistema
general, ios tres sistemas operan simultáneamente para el
transporte de L-leucina, caracterizándose cinéticamente un
solo sistema de transporte, de alta afinidad (KT. 0,08 mM)
y alta J (J . 8,39meol/g. min).max max

La preincubación con glucosa e iones amonio, de células
crecidas en medio de cultivo de composición química no de
finida, reprime la actividad del sistema general y aumenta
la actividad de transporte de los sistemas S1 y S2.

La presencia de iones amonio en el medio de incubación
inhibe la entrada de L-leucina por el sistema general.

La L-citrulina inhibe el transporte por el sistema gene



10.

ral, pero no la entrada mediada por los sistemas s1 y s2.

La energización de las células por preincubación con
glucosa, aumenta la actividad de los sistemas s1 y 82.
Para el sistema general sólo hay efecto con la concentra
ción externa 1,0 mn. A baja concentración, 0,05 mM.no hay
diferencia en la acumulación observada por células ayuna
das o energizadas.

En la mutante Mny2/H3gap. la actividad de los sistemas
S1 y 82 es suficiente para sostener el crecimiento en me
dios con L-leucina como fuente de nitrógeno. Ga 362 min.
La mutación no modifica la afinidad de los sistemas S1 y
52 con respecto a las cepas parentales, ni la sensibilidad
de los sistemas a la fuente de nitrógeno del medio de cul
tivo.

En la cepa MMY2/H3/LT1,por lo menos tres mutaciones a
fectan la cinética de entrada e incorporación del aminoáci
do. El único sistema que puede caracterizarse cinéticamen
te presenta baja afinidad (KT: 0,21 mM)y baja velocidad
maxima (Jmax. 0,201pmol/g. min).

La cepa revertante MMYz/LT1/GAP,en que sólo opera el
sistema general para el transporte de L-leucina, puede
crecer en medios con L-leucina comofuente de nitrógeno
con un valor de G: 382 min, similar a la cepa silvestre
MMYZ,6. 317 min. En la revertante, en condiciones de des
represión, se caracteriza un solo sistema de alta afini
dad (KT. 0,05 mM) y alta velocidad máxima (J - 5.58

¡mmol/g. min).
max

En las cepas deficientes respiratorias JBóSrho° la
salida de protones y el ¿SpH del mismo orden que en la
cepa parental, no son condiciones suficientes que asegu
ren el transporte del aminoácido. La mutación disminuye



12.

138

además los valores de Jma
pecto a la cepa JB65.

x de los sistemas 31 y 82 con res

En la mutante MMY2/H3,la preincubación con etanol au
menta la actividad de transporte de los sistemas s1 y 32.
sin embargo, este efecto no se observa en la doble mutan
te MMY2/H3rho'.

En células energizadas, el pH intracelular y el A¡pH
no dependen del medio de cultivo en que crecieron las c613
las y el AipH disminuye con el aumento de los valores de
pH externo.

La actividad del sistema general en condiciones de
desrepresión, es sensible al ¿spH a través de la barrera
de permeabilidad.
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