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INTRODUCCION

El nitrégeno es un elemento que forma parte de -
muchos compuestos simples y de casi todas las macromo--
léculas complejas de los seres vivos; especialmente de

las protefnas y de los &cidos nucleicos.

Los microorganismos pueden utilizar 'una gran va--
riedad de moléculas nitrogenadas como Gnicas fuentes de
nitrbéoeno celular. El amonio, el &cido glutémico y la
glutamina son las mejores fuentes de nitrbgeno; sin - -
embargo, algunos otros-metabolitos constituyen fuentes
de nitrdgeno secundarias, entre ellas se encuentran; -
los nitratos y nitritos, las purinas, las protefnas y -
muchos amino&cidos. El uso de estos compuestos, supone
la sintesis o activacibn de enzimas catabblicas, y d& -
como resultado la sintesis del &cido glutémico y la glu
tamina, intermediarios metab&licos, que distribuyen su
nitrdgeno en la sintesis de aminodcidos, aminoazficares,
vitaminas, purinas y pirimidinas, compuestos cue a su -

vez participan en la sintesis de macromoléculas.

I. Asimilacidn de Amonio en Microorganismos Fucariotes:

En eucariotes sencillos como Neurospora, Aspergs-

LLus y Candida el amonio proveniente del catabolismo de



compuestos nitrogenados o el presente en el medio de -
cultivo es asimilado principalmente, a través de la --
deshidrogenasa glutédmica biosinté&tica NADPH-dependiente
(GDH-NADP) (1, 2). La reaccidn catalizada por esta - -
enzima, es una aminacién reductiva del &cido a-cetoglu-

tarico:

NH, + 2 oxoglutarato + NADPH

5 &cido glutédmico + NADP

3

El &cido glutémico en presencia de amonio y ATP -
es convertido en glutamina en una reaccidén catalizada -

por la enzima glutamino sintetasa (GS).

Acido glutémico + NH, + ATP —— glutamina + ADP + Pi

En los microorganismos existen por lo tanto, dos
enzimas capaces de asimilar el amonio: la GDH-NADP y la

GS.

Durante mucho tiempo, se consider6 que la GDH era
la finica enzima responsable de la sintesis de &cido - -
glutlmico; sin embargo, en 1970, Tempest y col (3), - -
describieron en Aenobacten aenogenes, la existencia de
una enzima denominada glutamato sintasa (GOGAT), que -
junto con la GS constitufa una ruta alterna para la - -
sintesis de &cido glut&mico. Asi, la GDH-NADP, la GS y

la GOGAT, constituyen dos diferentes vias para la asimi



lacidn de amonio y la sintesis de &cido glutémico (Fig.
1). En algunos microorganismos, la GOGAT proporciona -

el Ginico mecanismo para la sintesis de glutémico (4).

En algunos microorganismos, se ha encontrado, que
la via GS-GOGAT opera en condiciones en las que la con-
centracidn de amonio es limitante, mientras que la via
GDH-GS, juega un papel importante en la asimilacibén de
amonio, cuando esta molécula se encuentra en exceso (5).
En Neurospora crassa, Hummelt y Mora (6, 7), han demos-
trado, que mutantes carentes de GDH-NADP, sintetizan -
glutémico por la via GS~-GOGAT. Por otro lado, en este
mismo microorganismo, se ha encontrado, que la GOGAT -
juega un papel importante en la distribucibén del nitr6-
geno de glutamina (8). También se ha sugerido que esta
enzima juega un papel estabilizador cuando la asimila--
cidén se lleva a cabo en exceso de este compuesto, amor-
tiguando fluctuaciones en las pozas de &cido glutémico

y glutamina (9).

II. Regulacibdn de la Asimilacién de Amonio:

En Aspengiflus nidulans, los niveles de GDH-NADP,
son elevados en presencia de amonio y bajos en presen--
cia de &cido glutémico (2). En algunos organismos, - -

esta enzima se inactiva cuando los organismos se culti-



A.Via GDH-GS

amonio amonio

} GDH >glutamato —&glutdmino

a-cetoglutarato

B.Via GS-GOGAT

amonio

glutamato & o —>glutamina

. 8 GOGAT )
v )

glutamato a-cetoglutarato

Fig. 1.- Vias de asimilacidén de amonio en microorcanismos.



van en ausencia de una buena fuente de carbono (10, 11).
En N. crnassa la actividad de GDH-NADP, es tres veces -
méds alta en nitrato y amonio que en &cido glutémico o -
glutamina, esta actividad corresponde a concentracibén -

de enzima sintetizada de novo (12),

La regulacidn de GOGAT ha sido estudiada en muy -
pocos organismos. En N. crassa, se ha hecho un estudio
cuidadoso sobre la regulacibén de la expresibn de esta -
enzima. Al cultivar este hongo en diferentes fuentes -
de nitrb6geno, se encontrb, que la actividad més alta de
esta enzima se presenta cuando este organismo se culti-
va bajo condiciones limitantes de amonio o en nitrato;
encontrdndose una actividad 4 veces menor en exceso de
amonio presenta una actividad de GOGAT muy baja, y una
mutante carente de GOGAT presenta un retraso para cre-
cer en cultivos limitados alimentados de amonio, se ha
propuesto que la GOGAT funciona proporcionando el &cido
glutémico cuando el amonio se encuentra en bajas concen

traciones (6, 7).

En N. crassa, A. ndidufans y C. utifis, la activi-
dad de la glutamino sintetasa es minima cuando estos -
organismos se cultivan en amonio, urea, glutamato y - -
amonio o glutamina y es méxima cuando el crecimiento se

lleva a cabo en presencia de &cido gluté&mico como finica



fuente de nitrbégeno (13, 14). En N. crassa se ha encon
trado que estos cambios corresponden a cambios en los -

niveles de RNA mensajero (15).

La glutamino sintetasa de N. crassa ha sido puri-
ficada a homogeneidad (16). Esta enzima puede encon---
trarse en dos estados oligoméricos diferentes, que se -
organizan a partir de dos tipos diferentes de monbmeros.
Cuando el hongo se cultiva en concentraciones limitan--
tes de amonio, el oligbmero predominante es un tetré&me-
ro compuesto primordialmente por monfémeros a (17) mien-
tras que en exceso de amonio se encuentra un octémero -
estructurado fundamentalmente por monémeros B (18). EI1
hecho de que la glutamino sintetas; posea estas posibi-
lidades estructurales, da a este sistema una gran plas-
ticidad, que podria sugerir el que cada uno de los oli-
gbmeros tuviera un papel diferente durante la asimila--
cidn de amonio en asociacién con la GDH-NADP o con la -
GOGAT. Se ha propuesto, que cuando N, crassa crece - -
exponencialmente en exceso de amonio, éste es fijado -
por la GDH y la GS octamérica (18). Mientras que en -
limitacién de amonio participarfan la GS tetramérica vy

la la GOGAT (18).

La GS de una gran variedad de microorganismos, -



estd sujeta a retroinhibicibén por varios metabolitos -
entre los que se incluyen algunos aminodcidos. La GS -
de Anabaena cylindrica es inhibida por concentraciones

fisiolb6gicas de glicina y alanina lo que sugiere que -
estos amiﬁoécidos puedieran estar regulando la activi--
dad de esta enzima in vivo. (20). Kapoor, ha reportado
que la GS de N. crassa se inhibe in vitro por glicina -
serina y alanina (21). Recientemente, Hern&ndez y col.
han hecho un estudio muy cuidadoso, acerca del papel de
la regulacibén de la GS por estos aminodcidos in vivo -

(19) .

Por otro lado, Hernéndez y col. han encontrado -
que la utilizacidn de glucosa disminuye cuando se inhi-
be a la glutamino sintetasa. Estos autores han propues
to que existe una regulacibén coordinada entre la utili-
zacién de carbono y nitrbgeno y que ésta se logra sen--
sando los flujos de carbono y nitrb6geno por medio de la

glutamino sintetasa (19).

III. Asimilacidn de Amonio en S. cerevisiae.

Como se mencioné anteriormente, la asimilacién de
amonio es un proceso mediante el cual el amonio es in--
corporado a esqueletos de carbono; la sintesis de &cido

gluté@mico y glutamina son el resultado de este proceso.



Al igual que en otros microorganismos, en S. cexre
visiae la interconversidn del &cido glutdmico y el amo-
nio es catalizada por dos enzimas: la deshidrogenasa -
glutémica biosinté&tica (GDH-NADP) (1) y la deshidrogena

sa glut@mica catabblica (GDH-NAD) (2):

1) NH, + NADPH +a-cetoglutarato ——— &cido glutémico + NADP

2) Acido gluté&mico + NAD

aﬁxﬁoghnzuato4;NNX1+l&%

La enzima dependiente de NAD, se eleva cuando la
levadura se cultiva en presencia de &cido glufémico co-
mo fuente de nitr6geno y disminuye cuando se utiliza -
amonio. Estos datos sugieren que esta enzima juega un
papel catab8lico (22), Por otro lado, la actividad de
la enzima dependiente de NADP es mayor en presencia de
amonio y disminuye cuando el gluté@mico es la Gnica fuen
te de nitrb6geno (22); por lo cual se le ha asignado un

papel biosintético.

Cuando la levadura se depriva de glucosa, la acti
vidad de GDH-NADP disminuye: esta disminucién se previe
ne agregando dinitrofenol, iodoacetato, azida o ciclo--
heximida (23). Si se agrega glucosa a las células de--
privadas la actividad reaparece; este reaparicibn se -
impide si se agrega glucosa y cicloheximida simulténea-

mente (23), Estos datos senalan la pérdida de esta - -



actividad se debe a una degradacibén de la enzima. 2fn

méds, Mazon y col. (23) han demostrado que esta degrada-
cidn es especifica. Otros estudios han sefalado que la
GDH-NADP no se induce en mutantes que presentan una al-
teracidén en la acoﬁitasa y que por lo tanto no sinteti-
zan a-cetoglutarato (24); esto sugiere que el a-cetoglu
tarato o alglGn otro intermediario del ciclo de Krebs -

nodulan la actividad de esta enzima (24).

Se han aislado diferentes tipos de mutantes que -
alteraciones en las actividades de GDH-NAD y GDH-NADP.
El primer tipo fue aislado por Lacroute (25) y estd - -
constituido por mutantes que carecen o presentan altera
ciones de la GDH-NADP. Dadas las caracteristicas de -
esta mutante, se ha considerado que estén alteradas en
el gene estructural de la GDH-NADP y a este locus se le
ha denominado gdhl (25), Afn cuando estas mutantes ca-
recen de la actividad de GDH-NADP, son capaces de cre--
cer en amonio como finica fuente de nitr6geno con un ~ -
tiempo de duplicacidén 2.5 veces mayor que el de la cepa
silvestre (25). Se han utilizado dos diferentes enfo-~
ques para dilucidar cudl es la via metab8lica que permi
te este crecimiento. Por un lado, Grenson y col, (26)
han sugerido que el crecimiento residual se debe a la -

operacidn de la GDH-NAD. Sin embargo, no se han logra-r



do aislar mutantes que carezcan de esta actividad. Otro
tipo de mutantes aisladas se han denominado gdh CR gque
son alélicas a las URE2 y que resultan en una disminu--
cidn de la actividad de GDﬁ—NADP pero que tienen nive--
les de 130 a 150 veces m&s de la GDH-NAD en presencia -

de amonio como finica fuente de nitrégeno,

Las mutantes gdh CS afectadas en el locus NGL3, -~
presentan una actividad muy baja de GDH-NAD afin cuando
crezcan en glut&mico como finica fuente de nitr6geno - -

(27).

En S. cerevisiae, los niveles de la glutamino sin
tetasa estén regulados por la naturaleza y cantidad de
la fuente de nitrb6geno en las que se cultiva a esta le-
vadura (28). Estos niveles pueden variar hasta 150 ve-~
ces y se han aislado mutantes alteradas en el gene es--
tructural de esta enzima (gln 1) y mutantes incapaces =~

de desrreprimir la sintesis de esta enzima (29).

Al igual que en N, crassa, se ha encontrado que -
la actividad de GS de S. cerevisdfae es alta cuando el -
microorganismo se cultiva en &cido glutémico como fuen-
te de nitrbgeno, intermedia cuando se cultiva en amonio
y baja cuando la glutamina se usa como (Gnica fuente de

nitrégeno (17, 28). La actividad de la GS de S. cerevd



siae también se regula a nivel de sintesis (30) y a ni-
vel de la actividad por un sistema de inactivacibén - -

irreversible, probablemente proteolitico (30, 31).

En Saccharomyces cerevdisiae se ha reportado la -
existencia de la actividad de glutamato sintasa (GOGAT).
Esta enzima ha sido purificada a homogeneidad por el -
grupo de Roon y col. (32). Se sabe que la GOGAT de S.
cerevisdiae consta de dos polipéptidos de alto peso mo-
lecular; su Km por NADH, glutamina y a-cetoglutarato es
de 2.6 pyM, 1,0 mM, y 140 pM respectivamente. Su pH - -

6ptimo esté& entre 7.1 y 7.7 (32).

Como se menciona en la INTRODUCCION, el papel de
esta enzima en algunos microorganismos es proveer una -
via alterna de sintesis de &cido gluté@mico en condicio-
nes de limitacién de amonio (3, 5), En otros microorga
nismos la GOGAT también parece responder a la cantidad
de amonio presente en el medio y en N, crassa podria -
proveer un mecanismo importante en el recambio de gluta

mina. (8, 9).

Sin embargo, en S. cerevdisdiae, esta enzima ha si-
do poco estudiada; al parecer su actividad es baja cons
titutiva y varia muy poco o nada al modificar el medio

de cultivo. Adem8s, no se han aislado mutantes de - -



levadura alteradas en la actividad de GOGAT, lo que no
ha hecho posible establecer claramente cuél pudiera ser
el significado bioldgico de la via GS-GOGAT en este --
microorganismo. Esta via podria constituir una ruta -
alterna para la asimilacibén de amonio y la sintesis de

glutémico en S. cerevdisiae,



MATERIAL Y METODOS

CEPAS: Las cepas usadas en este trabajo son: la -

cepa STX21-4A (mat a, ura 2, his 6, arg 4, thr 1, gal 2)

que proviene del Yeast Genetic Stock Center. Las cepas

S288C (mato mal gal 2); D587-4B (mata, his 1) y D585-11C

(mat a, lys 1) que provienen de los laboratorios de Cold

Spring Harbor, Nueva York.

MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIM;ENTO: =
Para el crecimiento de precultivos se utilizb medio YDP
(extracto de levadura 1%, peptona de caseina 2%, y gluco
sa 2%) o medio minimo, segin indica el texto, El medio
minimo (MM) se prepar6 con sales, elementos traza y vita
minas siguiendo la f6rmula de Difco Yeast Nitrogen Base.
Como fuente de carbono se usd glucosa al 2% y como fuen-
te de nitrdgeno sulfato de amonio 40 mM, La histidina y
lisina suplementadas al medio fueron agregadas a una con
centracién de 20 mg/l y 30 mg/l respectivamente. Los -
demds amino&cidos se ocuparon a una concentracidén de - -

0.5 mg/ml.

Para los experimentos de limitacidn de amonio se -
prepard a un medio idéntico al MM pero sin sulfato de -
amonio (SN). A este medio se le inyectaron 0.85 ml/hr -

de solucibdn de cloruro de amonio al 0.008%.



Las cé&lulas se incubaron a 30°C y el crecimiento -
se siguid midiendo la densidad 6ptica del cultivo a wuna
longitud de onda de 650 nm o midiendo la cantidad de --

proteina por el método de Lowry (33).

Para las determinaciones de las actividades enzimé
ticas el tiempo de cultivo y la velocidad de agitacidn -

se variaron de acuerdo a cada experimento.
MUTAGENESIS Y SELECCION DE LAS MUTANTES:

a). Obtencién de la mutante GDH . La cepa STX21-4A

se mutagenizd con ethylmetanosulfonato (EMS) siguiendo -
el método de Fink (34). Despu@s de la mutagénesis las -
células se platearon en cajas de MM + Ureidosuccinato +

requerimientos y se incubaron a 30°C durante 48 horas. A
algunas de las colonias obtenidas se les midid la activi

dad de GDH-NADP para seleccionar una mutante GDH .

b). Obtencibn de la mutante GOGAT . La cepa CN31

se mutagenizd® con EMS siguiendo el método arriba mencio-
nado. Después de la mutagénesis se dejaron las células
recuperarse en MM + his + glu durante 12 horas a 200 rpm
y 30°C. El crecimiento se lavd con agua destilada y se
pasd a MM + his + N-glicosil -polifungina durante una -
hora para enriquecer la poblacidn auxdétrofa de &cido glu

tdmico. La células se lavaron con agua destilada y se -



sembraron en MM + his + glu; se incubaron a 30°C durante
48 horas y se replicaron a MM + his para seleccionar una

mutante auxdétrofa de &cido glutémico.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GDH-NADP: Las -
células se colectaron filtrando el cultivo por filtros -
Millipore tipo RA 1.2um. La pastilla se resuspendif en
buffer de extraccién de GDE que contiene:' fosfato de =~
potasio 0.1M, pH7.0; EDTA 0.001M y B-mercaptoetanol - -

0.005M.

Las células se rompieron en un aparato homogeniza-
dor Braun con perlas de vidrio; la suspensibn se centri-
fugd a 15,000 rpm durante 15 minutos y se recuper6 el -
sobrenadante. El extracto se mantuvo todo el tiempo a -
4°C. Para medir la actividad enzim&tica se preparb el -

siguiente coctel:

KE,BQ, 1 M pHT.8 so—mmmesscwmans 1 ml
a-cetoglutarato 0.1 M -———-==ec—=- 0.3 ml
Cloruro de 2Amonio 0.05 M -====—e-- 0.5 ml
NADPH 0.003 M —---cmemmmmmm e 0.12ml
Agua tridestilada ----=-===---—w- 8 ml

Se pone 1 ml del coctel en una celda de cuarzo 'y -
se arranca la reaccidbn con el extracto. Paralelamente -

se corren dos controles, uno sin amonio y otros sin - -



a-cetoglutarato. Ia reaccidn se sigue midiendo la absorban-

cia a 340 nm en un espectrofotbmetro.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GOGAT: El extrac
to celular se prepard de la misma manera que el anterior
sblo que las células fueron resuspendidas en buffer de -
extraccidén de GOGAT: fosfato monobdsico de potasio 0.1 M,

pH7.5. Para medir la actividad se prepard el siguiente

coctel:
KH,PO, 0.1 M pH7.8 ===—==-- 0.82 ml
NADH 20 mM =====-—e—e———- 0.05 ml
o-cetoglurataro 0.01 M --- 0.05 ml
Extracto —=———re—m—mmem—== variable
Glutamina =—-===—ce———am——— 0.02 ml

Como control se usd el mismo coctel adicionado de
0.2 ml de una solucidbn de azaserina 25 mM. La reaccibn
se arrancd con la glutamina y se siguib la disminucibn -

de absorbancia a 340 nm de longitud de onda.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GDH-NAD: El ex--
tracto celular se prepar6 de la misma manera y en el mis
mo buffer que en el caso de extractos preparados para -
medir la actividad de GDH-NADP, El ensayo es idéntico -
salvo que el buffer de ensayo es fosfato monob&sico de -

potasio 0.1 M pH7.2 y se substituye el NADPE por NADH,



DISECCION DE TETRADAS: Las tétradas de las dife--
rentes cruzas se trataron con una solucibén de glusulasa
al 0.2% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se -
tomd una asada de la suspensidn y se colocé sobre una -
capa de agarosa al 2%. La separacidn se llevb a cabo -

con un micromanipulador con aguja de vidrio.

Esta parte del trabajo se realizb enh el laborato--
rio de la Doctora Aurora Brunner, en el Instituto de - -

Fisiologfa Celular de la U.M.A.M.

DETERMINACION DE PROTEINA: La protefna de los --
extractos celulares o de los cultivos se cuantificé de -
acuerdo al método de Lowry (33) usando albCmina bovina -

como estandar.

DETERMINACION DE LAS POZAS DE AMINOACIDOS: Ios -
extractos y la cuantificacibén de las pozas intracelulares
de aminodcidos se llevaron a cabo siguiendo un método -

descrito previamente (24).
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RESULTADOS

I. OBTENCION Y CARACTERIZACION FENOTIPICA DE MUTANTES -

ALTERADAS EN LA DESEIDROGENASA GLUTAMICA BIOSINTETICA.

La cepa STX21-4A (mat a, ura 2, his 6, arg 4, metl

gal 2) se mutagenizé con EMS como se describe en MATERIAL
Y METODOS. Después de la mutagénesis las cé€lulas se pla
tearon en cajas de Petri que contenfan MM adicionado de

los requerimientos de la cepa STX21-4A. Dado que esta -
cepa es portadora de la mutacidn ura 2, requiere uracilo
para crecer; en este caso el uracilo se substituyd por -
ureidosuccionato ya que se ha reportado que mutantes - -
ura 2 son incapaces de utilizar este compuesto en presen
cia de amonio a menos que carezcan de la actividad de -
GDH-NADP (25), A 20 de las colonias obtenidas se les -
determind la actividad de GDH-NADP y se seleccionf una -
que no presentaba actividad (CN30) y que conservaba 1los
marcadores de auxotrofia de la cepa STX21-4A. Con el -
fin de obtener una cepa GDH que no presentara tantas -
auxotrofias, se cruzd la cepa CN30 por la cepa D587-4B -

(mat o, his 1). Por diseccibn de tétradas se obtuvieron

las cepas CN31 (mat a, aodh™, his ) y la cepa CN32 (gdh")

(Fig. 2) y se encontrb que la segregacidn del carécter -
gdh~ seguia el patrdén 2:2 sugiriendo que se trata de una

mutacibén nuclear y nomogénica.



ACTIVIDAD ESPECIFICA GDH-NADP

Fig. 3.- Actividad especifica de GDE-NADP en MM.

5288C (e), CN31 (o).

TIEMPO (horas)



En la Fig. 3 se muestra la actividad de la GDE-NADP
de la cepa silvestre y de la cepa CN3l. Se observa que -
la actividad de esta enzima en la cepa silvestre aumenta
hasta alcanzar su m&ximo a las 6 horas mientras que la -
actividad de la mutante permanece en niveles mucho meno--
res, alcanzdndose una diferencia de hasta 100 veces. - -
Ambas cepas fueron cultivadas en MM + histidina, ya que -

la cepa CN31 es auxbtrofa de este amino&cido.

Como se explicé en la INTRODUCCION, Lacroute (25),
describid el aislamiento de mutantes que carecian de la
actividad de GDH-NADP, sin embargo, estas mutantes son -
capaces de crecer en amonio con un tiempo de duplicacibn
2.5 veces mayor que el de la cepa silvestre, Con el fin
de comparar el fenotipo de nuestras mutantes con las re-
portadas por Lacroute, cultivamos la mutante CN32 (proto
trofa) y la cepa silvestre S288C siguiendo la curva de -
crecimiento durante 24 horas. Como se muestra en la - -
Fig. 4 la mutante CN32 tiene un tiempo de duplicacién 3
veces mayor que el de la cepa silvestre, Asimismo, se -
determind la actividad de GDE-NADP de estos vultivos a -
las 9 horas. La Fig 4 muestra que.la cepa CN32 presenta
una actividad 7€ veces menor gue la cepa silvestre. Para
este experimento se usaron estas cepas ya que ambas son

prototrofas y por lo tanto se pueden cultivar en MM sin



Fig. 4.- Curva de crecimiento de las cepas S288C (e)

y CN32 (o) en MM.
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adicionar aminodcidos.

Estos datos indican que la mutacibn presente en la
mutante CN30 que heredaron las cepas CN31l y CN32, alterb
la actividad de la GDE-NADP. En la Fig. 5 se presenta -
una curva de termoestabilidad de la GDH-NADP de la cepa
padre STX21-4A y de la mutante CN31l, que claramente mues
tra que la actividad residual de la cepa CN31l es més - -
termolabil. Por otro lado, mezclas de extractos de - -
GDH-NADP de las cepas STX21-4A y CN31 muestran que la -
baja actividad de GDH-NADP encontrada en la cepa CN31l no
se debe a la presencia de efectores negativos (Tabla 1).
Estos datos sugieren que la mutacifn afecté el gene - -~

estructural GDH 1.

En algunos microorganismos se ha propuesto que Ila
via GS-GOGAT proporciona una ruta para la asimilacidn de
nitr6geno, cuando &ste se encuentra en concentraciones -
limitantes (5). Siguiendo un método utilizado para N. -
crassa, (ver MATFRIAL Y METODOS), cultivamos la levadura
en un sistema limitado alimentado de amonio. La Fig. 6
presenta el crecimiento de las cepas CN31 y S288C en con
diciones de limitacibn de amonioc. Claramente se observa
que estas cepas presentan un crecimiento similar en - -
estas condiciones, Como control se determind la activi-

dad de GDH-NADP a las 10 y 24 horas, encontrédndose que -
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Act. Esp.| GDH NADP
CEPA 10 hs 24 hs
S288C 0.28 0.28
CN32 0.01 0.027
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Fig. 6.- Curva de crecimiento en limitacibén de aronio

de las cepas S288C (o) y CN32 (o).



TABLA 1. Mezcla de extractos de GDH-NADP de las cepas
STX21-4A (Ura his met arg_ thr ) y

CN31 (his~ gdh ).

CEPA UNIDADES DE GDH-NADP
STX21-4A 4.3 U
CN31 0.15 U
STX21-4A + CN31 2.18 ©w 2.22)%

2 g1 nfimero entre paréntesis indica el valor tebrico

esperado.



la cepa CN31 presenta solamente una actividad residual -

de esta enzima (Fig. 6).

Los datos hasta aqui presentados indican que las -
cepas CN31 y CN32 son portadoras de una mutacién que - -
parece haber afectado el gene estructural de la GDE-NADP.
Esta alteracién no modifica el crecimiento de estas ce--

pas en limitacién de amonio.

En N. crassa, se ha encontrado que mutantes GDH_,
al igual que las de S. cerevisiae presentan un crecimien
to residual en MM Algunos autores (26) han sugerido . -
que en S. cerevisiae este crecimiento se debe a un incre
mento en la GDH-NAD. La Tabla 2 muestra las actividades
de GDH-NAD de las cepas CN32 y S288C crecidas en amonio
“como fuente de nitrb6geno; como se observa la cepa CN32 -
no presenta un aumento en la actividad de esta enzima, -
por lo que es diffcil que la sintesis de &cido glut&mico
en esta cepa se deba a la operacibn de la GDHE-NAD. En -
N. crassa este crecimiento se abate en mutantes GDE aque
ademds son portadoras de una mutacibén que disminuye la -
actividad de GOGAT (6,7), sugiriendo que el crecimiento
de estas cepas se debe a la operacibn de la via GS-GOGAT.
Asumiendo gue S. cerevisiae se comporta igual que N. - -
crassa, decidimos aislar mutantes a partir de la cepa -

CN31 que fueran incapaces de crecer en MM.



TABLA 2. Actividades de GDH-NAD de las cepas CN32 y

S$288C cultivadas en exceso de amonio.

CEPA Act. Esp. GDH-NAD

5288C 0.00956

CN32 0.010




II. OBTENCION Y CARACTERIZACION FENOTIPICA DE MUTANTES -

ALTERADAS EN LA GLUTAMATC SINTASA.

La cepa CN31 se mutagenizé con EMS como se descri-
be en MATERIAL Y METODOS. El enriquecimiento se llevd a
cabo en MM + histidina y las células se recuperaron en -
MM + histidina + glut&mico, El fenotipo de las colonias
obtenidas (200 Aprox.) se prob8 en MM + histidina y en -
MM + histidina + glutfmico y se seleccion8 una (CN33) -~
incapaz de crecer en MM + histidina perc capaz de crecer
cuando este medic se suplementa con &cido glut&mico. EL
fenotipo esperado para una mutante que carecer§ de las -
actividades de GOGAT y GDH es una auxotroffa total por
&cido glutém;co. En la Fig. 7 se presenta el crecimien-
to de las mutantes CN33, CN31l y de la cepa silvestre =~ =
S288C cultivadas en MM + histidina y en MM + histidina +
glutémico. Como se puede observar afin cuando la mutante
CN33 presenta una disminucibn de crecimiento en MM + --
histidina, cuando se compara con las cepas CN31 y S288C,
todavia se puede observar un crecimiento residual, que -
pudiera atribuirse a la produccidén de glutfmico a partir

de histidina.

En la tabla 3 se presentan las actividades de - -
GOGAT y GDH-NADPH de las cepas S288C, CN31] y CN33, Se -

observa que tanto la CN31l como la CN33 presentan una - -
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Fig. 7.- Curvas de crecimiento de las cepas S288C (e),
CN31 (o) y CN33 (4) en MM (panel izquierdo) y

MM + &dcido glutémico (panel derecho).



TABLA 3. Actividades especificas de GOGAT y GDH-NADP de
las cepas S$S288C, CN31 y CN33.
GOGAT GDH-NADP
cERa (Act. Esp.) (Act. Esp.)
5288C 0.022 ' '.314
CN31 0.021 .0032
CN33 0.0015 .0010

Las cepas se cultivaron durante 12 horas en MM + his.
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actividad de GDH-NADP 100 veces menor que la encontrada
en la cepa silvestre y que la mutante CN33 presenta una
actividad de GOGAT 15 veces menor que la encontrada en

la cepa silvestre y la cepa padre.

Con el fin de determinar el efecto de la disminu-
cibén en la actividad de GOGAT en el crecimiento en con-
diciones de limitacidn de amonio, las cepas S288C y CN33
se crecieron en cultivos limitados alimentados de amonio.
Como se observa en la Fig. 8, la cepa CN33 presenta una
disminucibn de crecimiento considerable. Estos culti--
vos se llevan a cabo en presencia de histidina para su-
plementar el requerimiento de la cepa CN33; la adicibn
de este amino&cido podria explicar que esta cepa afin -

presente un crecimiento residual.

Aparentemente la mutante CN33 es portadora de al
menos una mutacibn que resulta en una disminucidn de la
actividad de GOGAT que pudiera estar asociada a una - -
disminucidén de crecimiento cuando esta cepa se cultiva
en limitacibén de amonio. Con el fin de analizar el - -~
nimero de mutaciones presentes en la cepa CN33 se llevd

a cabo un estudio de segregacidn.



III. ESTUDIO DE SEGREGACION DEL FENCTIPO GOGAT DE IA -

CEPA CN33.

S. Cerevisiae es un hongo ascomiceto capaz de for-
mar diploides y despué&s esporular para formar cuatro - -

productos haploides, mismos que quedan encerrados en un

saco llamado asca. A cada asca con sus cuatro esporas

se le llama tétradas.

Durante el proceso de esporulacifn los diploides

formados mediante cruzas atraviesan por una meiosis que -
da como resultado la formacibdn de 4 esporas haploides. -
La esporulaciéh de los diploides se inicia con una divi-
sibén mitdética en la cual cada cromosoma se duplica, re--
combina con su hom8logo y segrega hacia un polo de la =
célula con su duplicado (4 cromdtidas por c/cromosoma).

Asi, se obtienen dos productos que tienen cada uno dos -
cromdtidas de cada cromosoma homflogo de la c€lula. Inme
diatamente estos productos entran a una segunda divisibn
meibtica en la que, sin replicacién del DNA, se separan

las cromédtidas y dan origen a 4 células que s6lo tienen

1 cromdtida de cada cromosoma hombélogo y por lo tanto la

mitad del nGmero cromosfmico que habifa en el diploide.

Dada la primera divisibn, cualquier mutacibn viaja

rd de modo que al final dos de los productos de la meiosis



TABLA 6. Combinaciones posibles de la segregacidn de dos

mutaciones involucradas en el caricter gogat .

A (2:2) B (3zl) C (4:0)
Genotipo Fenotipo Genotipo Fenotipo Genotipo Fenotipo
a b GOGAT a b GOGAT a b GOGAT
+ + + + + + + - +
+ + + + - + + - +
- - - -+ + -+ +




serén portadores de la mutacidén y dos no, independiente-
mente de la recombinacidén que haya existido en los cromo

somas homdlogos.

Ahora bien, para el caso de dos mutaciones se da

la posibilidad, dependiendo de la recombinacidén entre

cromosomas homdlogos antes de la primera divisibn, de
qgue estas queden repartidas de diferentes maneras: una -
posibilidad es que no haya recombinacibn y entonces se -
obtendrd un patrén de segregacibn 2:2 ya que las mutacio
nes viajar&n juntas, como una unidad; si la recombina---
cibn es doble, una espora tendrd ambas mutaciones, y dos
tendr&n cuando menos una, mientras que la cuarta no ten-
dr& ninguna. Una tercera posibilidad es en la que cada

espora seri portadora de una sola mutacidn. Estas posi-

bilidades estén ejemplificadas en la Tabla 6.

Con el objeto de hacer un anflisis de segregacidn

del carfcter GOGAT la mutante CN33 (mat a,his ,gdh”, -

gogat”) se cruzb por la cepa D585-11C (mat a, lys 1) con

el fin de obtener una cepa gdh-,gogat—,mat a, que pudie-

ra cruzarse con la cepa CN31 (mat o,his ,gdh”). Toda la

progenie de esta cruza serfa gdh , lo que nos permitirfia
analizar las tétradas de esta cruza observando el fenoti
po (Fig. 7) en lugar de medir la actividad de GOGAT a -

cada una de las colonias de cada tétrada,



TABLA 4.

Fenotipo de la tétrada JK.

CEPA His Lys Mat GDH GCGAT
Jkl + + a + +
Jk2 (CN34) + - a - -
Jk3 - + a + +
Jk4 - - o - -
CN33 - + o - -
D585-11C + - a + +




La Tabla 4 presenta el fenotipo de las cuatro cepas
de una tétrada obtenida de la cruza CN33 x D585-11C (Fig.
2). Puede observarse que la segregacibn de GOGAT es 2:2
al igual que la del resto de los marcadores. La cepa Jk2

(CN34) (mat a,lys ,gdh ,gogat” ) se cruzé por la cepa CN31

(Fig. 2) y se analizaron 9 tétradas. La Tabla 5 presenta
el fenotipo de las mismas. Se observa que tres tétradas

presentan una segregacibn de GOGAT de 2:2 mientras que 5

presentan una segregacidn 3:1 y una 4:0. Los demis mar-

cadores segregan 2:2, Estos datos sugieren que la cepa -
CN34 sea portadora de dos mutaciones involucradas en el -
fenotipo GOGAT . ILa Tabla 6 muestra las distintas combi-
naciones posibles de segregacibn de dos mutaciones involu
cradas en el fenotipo GOGAT . Los fenotipos de las cepas
de cada una de las tétradas hacen suponer que se requieren

las dos mutaciones para producir el caricter GOGAT .

IV. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA TETRADA Fi.

La Tabla 7, muestra las actividades de GOGAT de las
cepas de la tétrada Fi cultivada en MM + histidina + lisi
na durante 12 horas. Como se puede observar la segrega--
cibén en esta tétrada resultd 3:1 y corresponderfa a la -
combinacién B de la Tabla 6. De este modo, las mutacio--

nes deben de estar separadas en dos de las colonias de la



TABLA 5. Fenotipo de las tétradas de la cruza OBl (his ¢dh ) X
CN34 (lys~ gdh~ gogat™).

CEPA His Lys GOGAT CEPA His Lys GOGAT

Fal + + + Fgl - + +
Fa2 + = = . Fg2 + + +
Fa3 - = - Fg3 + - +
Fa4 & + + Fg4 - + +
Fbl - + + Fhl + + +
Fb2 + - - Fh2 - - +
Fb3 - + + Fh3 - - -
Fb4 + - - Fh4 + + +
Fcl + + + Fil - - +
Fc2 - - - Fi2 + + +
Fc3 - + - Fi3 + + -
Fc4 + - + Fi4 - - +
Fdl + + +

Fd:z + - +

Fd3 - + -

Fd4 - - +

Fel + + +

Fe2 + - -

Fe3 - -

Fed - + +

Ffl + - +

Ff2 + - +

Ff3 - + +

‘Ff4 - + -



TABLA 7.

Actividades de GOGAT de las cevas de la tétrada
Fi cultivadas en exceso de amonio a las 12 horas

de crecimiento.

CEPA 4 Act. Esp. de GOGAT
5288C 0.022
Fil 0.025
Fi2 0.034
Fi3 nede®
Fi4 0.012

* n.d. no detectable.



Fig. 9.- Curva de crecimiento en limitacién de amonio

® S288C de las cepas de la tétrada Fi.
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tétrada; claramente se ve gue la cepa Fi3 es portadora -
de dos mutaciones ya que es la finica con una actividad -
de gogat muy reducida. Sin embargo, este dato no nos -
permite distinguir el efecto de las mutaciones por sepa-
rado ni distinguir-el carflcter silvestre en las cepas de

la tétrada.

Con el fin de definir cual es el papel de estas

mutaciones, se crecieron todas las cepas de la tétrada
Fi y a la cepa silvestre S288C en cultivos limitados - -

alimentados de amonio y se midié la actividad de GOGAT

en estas condiciones. La Fig. 9 muestra las curvas de -
crecimiento de este experimento; se observa que tres de
las cepas crecen de una manera similar a la cepa silves-
tre mientras que la doble mutante Fi3 es incapaz de sos-
tener el crecimiento en estas condiciones., Asimismo, -~
sabemos que esta cepa carece de la actividad de GOGAT en
estos cultivos (Tabla 8). Sin embargo, los datos del -
resto de las cepas de la tétrada tampoco indican clara--
mente cual pudiera ser el papel de las mutaciones por -
separado, ya que todas las cepas presentan una actividad
de GOGAT muy similar y se comportan muy parecido en cuan

to a crecimiento.



TABLA 8. Actividades de GOGAT de las cepras de la tétrada

Fi cultivadas en limitacidén de amonio.

Tiempo s288C | Fil Fi2 Fi3 Fid
6 hrs. 0.023 | 0.016 | 0.021 | 0.0052 | 0.011
12 hrs. 0.022 | 0.015 | 0.026 | 0.0043 | 0.024
24 hrs. 0.028 | 0.017 | 0.019 | n.d.” | 0.030

* n.d. no detectable.




Los datos hasta aqui presentados sugieren fuertemen
te que para generar el fenotipo GOGAT se requieren 2 - -
mutaciones. Para demostrar que este es el caso, se ha dise
flado una serie de cruzas que, de acuerdo a su segregacidn
definir&n que cepas son portadoras de una mutacién senci-
lla, cuéles son silvestres y cuédles dobles mutantes. Como
cepa padre se seleccionari una doble mutante GOGAT que -
se cruzar8 por las cepas problema de una o varias tétra--
das; asf, la progenie de aquellas cepas que resulten por-
tadoras de una scola mutacibn, segregard con un patrén 2:2
fenotipico, mientras que la de una cepa silvestre lo haré
con patrones de 2:2, 3:1 y 4:0 al igual que las cruzas -

anteriores.

V. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE UNA CEPA GDH+ GOGAT .

Comb ya se mencionb en los incisos I y II una cepa
GDH™ GOGAT' crece con el mismo tiempo de duplicacién que
la cepa silvestre en condiciones de limitacibn de amonio
(Fig. 6), mientras que en una doble mutante GDH GOGAT
el crecimiento se abate considerablemente (Fig. 8); esto
sugiere fuertemente que la GOGAT juega un papel importan
te para el crecimiento en condiciones de limitacibén de -
amonio. Para explorar mejor la importancia de la via -

GS-GOGAT en estas condiciones decidimos obtener una cepa



GDH+ GOGAT y realizar con ella experimentos en condicio

nes de limitacibén de amonio.

De la progenie de la cruza de las cepas CN33 x -

D585-11C se escogib a la cepa CN35 cuyo fenotipo es: -

mat a, his~, GDH', GOGAT . Esta cepa es portadora de

|

las dos mutaciones que confieren el fenotipo GOGAT yva
que proviene de una tétrada con segregacién 3:1 y es la
Gnica cepa de la tétrada que carece de esta actividad -

enzimdtica (posibilidad B de la Tabla 6),

1a figura 10 muestra una curva de crecimiento de -
las cepas S288C y CN35 en condiciones de limitacibn de -
amonio. Se observa que la cepa CN35 presenta un retraso
de 8 horas en el crecimiento con respecto a la cepa sil-
vestre, pero después crece éon el mismo tiempo de duypli-
cacibn. En la Tabla 9 se presentan las actividades de -
GDH y GOGAT medidas en distintos puntos del crecimiento;
es de notarse que aunque la cepa CN35 carece de la acti-
vidad de GOGAT, tiene el doble de la actividad de - - -
GDH-NADP que la cepa silvestre, Algunos experimentos -
realizados en este laboratorio (H. Olivera, comunicacibn
personal) han demostrado que el amonio es un inductor de
la actividad de GDH-NADP, Estos datos sugieren que la -

cepa CN35 requiere de la acumulacibn de amonio a falta -
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Fig.10.- Curva de crecimiento en limitacién de amonio

de las cepas S288Cy CN35.




TABLA 9. Actividades Especificas de GDH-NADP y GOGAT de -
las cepas S288C (silvestre) y CN35 (GDE' GoGaT™)

en condiciones de limitacidén de amonio.

CEPA Tiempo (hrs) Act. Fsp. de GOGAT 2ct. Esp. de GDH-NADP
6 0.021 0.62
S288C 10 0.020 0.74
24 0.010 0.36
6 0.005 1229
CN35 10 0.006 0.91
24 0.005 0.69




de la actividad de GOGAT para lograr inducir su GDH-~NADP
y asi poder iniciar su crecimiento por la via GDH-GS, ya
que no cuenta con la via GS-GOGAT. Probablemente la - -
acumulacién de amonio se logre al disminuir las pozads de
dcido glut&mico de modo que la GS ya no es capaz de to--
mar el amonio para la sintesis de:glutamina; al paso del
tiempo la cantidad de amonio intracelular es tal que aho
ra se puede inducir la actividad de GDH~-NADP con lo que
se iniciarfa la sintesis de &cido glutémico. Una vez --
que existen los substratos la GDH-NADP y la GS llevan a
cabo la asimilacibn de amonio mediante la sintesis de -

&cido glutémico y glutamina.

Para esclarecer con mayor precisién el papel de -
cada una de las vias de asimilacibén de amonio en S. ce-
revisiae hemos pensado en hacer experimentos en un qui--
miostato utilizando a las diferentes mutantes obtenidas
en este estudio (CN32, CN35, etc), Este aparato permite
mantener en un estado estacionario a las células en el -
grado de limitacibn que se desee durante un tiempo inde-
finido. Asi, variando el substrato limitante y su grado
de limitacibn se pueden establecer los efectores que Qo-
dulan la actividad enzimdtica en las diferentes condicio
nes. De este modo, pensamos obtener un panorama mucho -

m8s completo del que se tiene a la fecha de las vias de

asimilacién de amonio que operan en S, cereyisiae,



DISCUSION

Usando el método descrito por Lacroute (25) se -
obtuvo una mutante alterada en la actividad de GDH-NADP.
Esta mutante, al igual que las descritas anteriormente,
parece haber sido afectada en el gene estructural GDHI1.
Ia Fig. 4 muestra una curva de termosensibilidad de 1la
enzima obtenida de las cepas STX21-4A (silvestre) y - -
CN31 (GDH ) donde claramente se observa que la enzima -
mutante es méds sensible al calor que la enzima silves--
tre. Esto indica una modificacifn en la proteina mutan
te que es la responsable de su termosensibilidad, Por
otro lado, en la Tabla 1 se observa que la actividad de
GDH-NADP no se altera al mezclar, en partes iguales, -
extractos .btenidos de las cepas CN31 y §288C, lo que -
sugiere que la baja actividad de GDH-NADP de la cepa -
CN31 no se debe a la presencia de un inhibidor de esta
enzima. Los datos de termoestabilidad y mezcla de ex--
tractos sugieren fuertemente que se trata de una muta--

cibn estructural en el gene GDH1.

Fl crecimiento de una cepa portadora de esta muta
cién (CN32) en amonio como finica fuente de nitrbgeno se
ve disminuido con respecto al de una cepa silvestre, -

pero no es totalmente abatido, por lo que es de suponer



se la existencia de una via alterna para la sintesis -
de &cido glutémico. Algunos autores han propuesto que
esta via podria ser a través del aumento de la activi--
dad de la GDH-NAD (26); sin embargo, en S. cerevisiae,-
se ha descrito la éxistencia de la enzima glutamato sin
tasa, la cual podria ser la responsable de la sintesis

de &cido glut&mico en las mutantes GDHE .

Para dilucidar cudl de estas posibilidades es més
acertada, decidimos utilizar dos enfoques experimenta--
les. El m&s directo consiste en medir la actividad de
la GDH-NAD cultivando las cepas CN31l y S288C en amonio
como Ginica fuente de nitrbgeno. Si la GDE-NAD es res--
ponsable de la sintesis de 4cido glutémico en la mutan-
te CN31, es de esperarse un aumento en la actividad de
esta enzima. La Tabla 2 muestra que este no es el caso,
ya que las actividades de GDH-NAD de las cepas CN31 y -

S288C son muy parecidas.

El otro enfoque para demostrar que la sintesis de
4cido glutémico en las mutantes GDH se debe a la opera
cibn de la via GS-GOGAT fue la obtencién de mutantes -
alteradas en la actividad de glutamato sintasa. De es-
te modo, una doble mutante GDH-GOGAT_, debe ser incapaz

de crecer en amonio como finica fuente de nitrbgeno - -



si es que la sintesis de &cido glutémico procede a tra-
vés de la via GS-GOGAT en las mutantes que carecen de -

la actividad de GDH-NADP.

La Fig. 7, muestra el crecimiento de las cepas -
$288C, CN31l, y CN33 en amonio y en amonio + glutdmico -
como fuentes de nitrégeno. La cepa CN33 es portadora,-
ademds de la mutacién en GDH-NADP, de una.o varias muta
ciones que afectan la actividad de GOGAT. En esta cepa
el crecimiento en amonio como fuente de nitr8geno se ve
muy disminuido en comparacién con la cepa CN31 (GDH );-
el crecimiento residual que afin conserva la cepa CN33 -
podrié ser explicado por la obtencibn de &cido glutfmi-
co a partir de histidina, ya que las cepas CN31 y CN33,
son auxbtrofas de este aminodcido y el medio de cultivo
est8 suplementado con histidina. Una cepa prot8trofa -
GDH~ GOGAT es incapaz de crecer en MM (dato no mostra-
do). Asi pues, esto indica fuertemente que la via de -
sintesis de &cido glutémico que opera en las cepas GDH

es la via GS-GOGAT.

Ahora bien, para otros microorganismos, ha sido

propuesto que la via GS-GOGAT funciona principalmente
en condiciones de limitacibén de amonio (5,6,7). Para -
explorar si en S. cerevisiae la via GS-GOGAT es impor--

tante en estas condiciones, decidimos hacer cultivos -



limitados alimentados de amonio utilizando a las dife--
rentes cepas mutantes y asi poder determinar la impor--
tancia de cada una de estas vias en condiciones de limi

tacibén de amonio.

La Fig. 6, muestra la curva de crecimiento y las -
actividades de GDH-NADP de las cepas S288C y CN31 en -
condiciones de limitacién de amonio. Se observa que el
crecimiento de estas cepas en estas condiciones es - -
précticamente igual, pese a que la mutante CN31l carece
de actividad de GDH-NADP. Este dato indica que la - -
GDH-NADP no es importante en condiciones de limitacibn
de amonio, ya que la cepa CN31l, gue carece de esta acti
vidad, es capaz de crecer con el mismo tiempo de dupli-
cacibn que una cepa que si presenta actividad de - - -
GDH-NADP. El resultado obtenido de un experimento simi
lar utilizando a la cepa CN33 (GDH GOGAT ) es bastante
diferente. Como se observa en la Fig. 8, esta cepa - -
presenta sb6lo un crecimiento residual en comparacifén de
la cepa S288C (silvestre) lo gque indica que, al faltar

la GOGAT, en una cepa GDH , el crecimiento se abate,

Para explorar de una manera mis completa la impor
tancia de la via GS-GOGAT en S. cerevisiae decidimos -

utilizar una cepa proveniente de la cruza CN33 x D585-11C



(Fig. 2) cuyo fenotipo es GDH' GOGAT . Esta cepa (CN35)
debe ser portadora de las dos mutaciones que confieren -
el fenotipo GOGAT , ya que es la finica cepa que carece -
de esta actividad en una tétrada cuyo patrdén de segrega-

cién fue 3:1.

La figura 10 muestra una curva de crecimiento de
las cepas CN35 (GDH' GOGAT™) y S288C (silvestre) en con
diciones de limitacibn de amonio. Como se observa, la
cepa CN35 presenta un retraso en el crecimiento de 6 -~
horas con respecto a la cepa silvestre, pero al cabo de
este tiempo es capaz de crecer con un tiempo de duplica
cién muy similar al de la cepa silvestre. En la Tabla
9 se presentan las actividades especificas de GDH y - =
GOGAT de estas cepas en distintos puntos del crecimien-
to; es de notarse que la cepa CN35 presenta una.activi-
dad especifica de GOGAT muy reducida, sin embargo, la -
actividad especifica de GDH en esta cepa es aproximada-
mente el doble de la encontrada en la cepa silvestre., -
Esto indica que la cepa CN35 es capaz de inducir su GDH
para compensar la falta de la actividad de GOGAT y asi
poder crecer en condiciones de limitacifn de amonio. En
el laboratorio (H. Olivera, comunicacifn personal) se -
han realizado experimentos que demuestran gque el amonio

es un inductor de la actividad de GDH; el retraso en el



crecimiento de la cepa CN35 podria explicarse suponien-
do que en este tiempo la poza intracelular de amonio se
eleva a niveles capaces de inducir la actividad de GDH.
Probablemente, la GS no es capaz de tomar el amonio que
entra a la célula, ya que las pozas de &cido glutémico
deben de estar muy reducidas por la falta de la activi-
dad de GOGAT. Asf, pasarfa un tiempo hasta que la poza
intracelular de amonio se elevaria permitiendo la induc
cidén de la actividad de GDH lo que a su vez reanudaria
la sintesis de &cido glutémico y la asimilacién de amo-
nio por la via GDH-GS. Estos datos indican que la enzi
ma GOGATes necesaria para crecer en limitacibn de amonio.
Con el objeto de identificar a los moduladores vy
las condiéiones que regulan el funcionamiento de estas
vias de asimilacidén de amonio, hemos decidido utilizar
un quimiostato para hacer experimentos con las diferen-
tes mutantes obtenidas en este estudio. Este aparato -
permite mantener en un estado estacionario a las célu-
las del cultivo y manejar diferentes grados de limita--
cibn del substrato que se desee. Asi, es posible variar
la limitacibén de amonio y establecer los efectores que
modulan la actividad enzimitica en las diferentes condi
ciones. De este modo, pensamos obtener un panorama = -
mucho més completo del que se tiene a la fecha acerca -

de las diferentes vias de asimilacién de amonio que = -



operan en S. cerevisiae.

Los datos hasta aquif presentados sugieren fuerte-
mente que, al igual que en otros microorganiémos, la -
GS-GOGAT en S. cerevisiae opera principalmente en condi
ciones de limitacidn de amonio. Por otro lado, esta -
via es capaz de sostener un buen crecimiento en condi--
ciones de exceso de nitr&geno cuando falta la actividad

de GDH-NADP. (Fig. 7).

El estudio de segregacibn llevado a cabo con la -
cruza CN34 x CN31l sugiere que la cepa CN33 es portadora
de una doble mutacibén. El hecho de que la segregacién
de esta cruza sea predominante 3:1, podria explicarse -
de dos maneras: la primera es gque un fenfmeno de con-
versifn génica fuera el responsable de la aparicibén de
segregantes 3:1; sin embargo, se sabe que la frecuencia
de conversidn génica es de 1 en diez tétradas, y dado -
el elevado nGmero de segregantes 3:1 obtenidas en este
estudio, es poco probable que la conversién génica ex--
plique esta segregacién. En la Tabla 6 se plantean las
posibles combinaciones de segregacibn en caso de que el
fenotipo GOGAT estuviera dado por dos mutaciones. Esta
posibilidad es més real que la de conversibn génica y -

se hicieron algunos experimentos para comprobarla.



Decidimos tomar a la tétrada Fi para llevar a ca-
bo estos estudios, ya que esta té&trada corresponderfa a
la combinacibén B de la Tabla 6, en donde las mutaciones
estarfian separadas en dos de las cepas de la tétrada. -
Cuando esta tétrada se crece en exceso de amonio, los -
valores de las actividades de GCGAT (Tabla 7) de las -
diferentes cepas sblo permiten identificar a la doble -
mutante Fi3 que carece de la actividad de esta enzima.
El resto de las cepas tienen una actividad de GOGAT muy
similar a la de la cepa silvestre por lo gue se hace -
diffcil discernir cufl es la silvestre y cudles las = =~

mutantes separadas.

En un intento para tratar de identificar a qué -
cepa corresponde cada una de las diferentes mutantes, =
se crecif a la tétrada Fi en limitacibn de amonio, espe
rando ver alguna diferencia en el crecimiento (Fig. 9)
o en la actividad enzimdtica (Tabla 8), S6lo la cepa =
Fi3, posiblemente portadora de las dos mutaciones se =
comporta diferente de la cepa silvestre tanto en activi
dad como en crecimiento, Este dato tampoco permite = =
distinguir a las mutantes separadas de la cepa silvesc-

tre de la tétrada,



Datos preliminares (no mostrados) sugieren que -
las dos mutaciones presentes en la cepa Fi3 son estruc
turales, ya que un estudio de sensibilidad a temperatu-
ra de la GOGAT de cada una de las cepas de la tétrada -
‘Fi mostrd que la GOGAT de las cepas Fi2 y Fi4 es mds -
termosensible, mientras que la GOGAT de la cepa Fil se

comporta igual que la de la cepa silvestre.

Por otro lado, la GOGAT obtenida de la cepa Fi2 -
presenta una mayor sensibilidad a glioxalato que la de
las cepas silvestres y Fi4. Estos datos sugieren que -
el fenotipo gogat™ se debe a la presencia de 2 mutacio-
nes que han afectado muy probablemente a 2 diferentes -

enzimas (gogat).

Hemos encontrado que el glioxalato es un inhibidor
de la gogat, la diferente respuesta que las cepas Fi2 y
Fi4 presentan con glioxalato sugiere que la regulacién

de las dos enzimas es diferente.

El hecho de que S. cerevisiae presente dos enzimas
con actividad de gogat explica porque una mutante con -

fenotipo gogat es portadora de dos mutaciones.

Ahora bien, un enfoque que nos permitir& analizar
con mayor detalle estas mutaciones, consiste en cruzar

a cada una de las cepas de la tétrada Fi por una cepa -



portadora de las dos mutaciones como la cepa Fi3. La -

progenie de estas cruzas debe de comportarse de la si-
guiente manera: 1la progenie de la cepa silvestre de la
tétrada Fi debe de segregar en patrones 2:2, 3:1 y 4:0
como lo hizo la progenie de la cruza CN34 x CN31l, ya -
que todas las combinaciones de la Tabla 6 son posibles
para esta cruza. Sin embargo, cuando la progenie pro-
venga de las mutantes sencillas la segregacidn debe de
ser 2:2 ya que al mantener siempre una de las mutacio--

nes constante, sblo puede segregar con un patrén 2:2.
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