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INTRODUCCION 

El nitr6qeno 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 proteínas y de los ácidos nucleicos. 

Los microorganismos pueden u tilizar 'una qran va-­

riedad de moléculas nitrogenadas como únicas fuentes de 

nitrógeno celular. El amonio, el ácido qlutámico y la 

glutamina son las mejores fuentes de nitrógeno; sin 

embargo, algunos otros metabolitos constituyen fuentes 

de nitrógeno secundarias, entre ellas se encuentran; 

los nitratos y nitritos, las purinas , las proteínas y -

muchos aminoácidos. El uso de estos compuestos, supone 

la síntesis o activación de enzimas catabólicas, y dá -

como resultado la síntesis del ácido glutfunico y la ql~ 

tamina, intermediarios metabólicos, que distribuyen su 

nitrógeno en la síntesis de amino8cidos, aminoazúcares, 

vitaminas, purinas y pirimidin&s, compuestos que a su -

vez participan en la síntesis de macromoléculas. 

I. Asimilación de Amonio en Microorqanismos Eucariotes: 

En eucariotes sencillos como Neu~o~po~a, A~pe~gi­

llu~ 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 glutámica biosintética NADPH-dependiente 

(GDH-NADP) (1, 2). La reacción catalizada por esta - -

enzima, es una aminaci6n reductiva del ácido a-cetoglu­

tárico: 

NH3 + 2 ox~lutarato + NADPH2 --- ácido glutámico + NADP 

El ácido glutámico en presencia de amonio y ATP -

es convertido en glutamina en una reacci6n catalizada -

por la enzima glutamino sintetasa (GS). 

Acido glutámico + NH
3 

+ ATP --- glutamina + P.DP +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 única enzima responsable de la síntesis de ácido 

glutámico; sin embargo, en 1970, Tempest y col (3), 

describieron en Ae~oba~te~ ae~ogene~, la existencia de 

una enzima denominada glutamato sintasa (GOGAT), que 

junto con la GS constituía una ruta alterna para la - -

síntesis de ácido glutámico. Así, la GDH-NADP, la GS y 

la GOGAT, constituyen dos diferentes vías para la asimi 



lación de amonio y la síntesis de ácido glutámico (Fig . 

1). En algunos microorganismos, la GOGAT proporciona -

el único mecanismo para la síntesis de glutámico (4). 

En algunos microorganismos, se ha encontrado, que 

la vía GS-GOGAT opera en condiciones en las que la con­

centración de amonio es limitante, mientras que la vía 

GDH-GS, juega un papel importa nte en la asimilación de 

amonio, cuando esta molécula se encuentra en exceso (5). 

En Neu~o~ po~a ~~a~ ~a, Hununelt y Mora (6, 7), han demos­

trado, que mutante s carentes de GDH-NADP, sintetizan 

glutámico por la v í a GS-GOGAT. Por otro l ado , en este 

mismo microorganismo, se ha encontrado , que la GOGAT 

juega un papel importante en la distribución del nitró ­

geno de glutamina (8). También se ha sugerido que esta 

enzima juega un papel estabilizador cuando la asimila-­

ción se lleva a cabo en exceso de este compuesto, amor­

tiguando fluctuaciones en las pozas d e ác i do glutámico 

y glutamina (9). 

II. Regulación de la Asimilación de Amonio: 

En A~pe~gillu~ nidulan~, los niveles de GDH-NADP, 

son elevados en presencia de amonio y bajos en presen-­

cia de ácido glutámico (2). En algunos organismos, - -

esta enzima se inactiva cuando los organismos se cu1ti-



A. Vio GDH -GS 

amonio amonio ¡. GDH I ~S I t · · > g utama to > g u amina 

cr-cetoglutarato 

B. Vio GS-GOGAT 

amonio 

glutamato "- GS >glutamina 

} GOGAT ~ 
gl u ta mato cr-c etoglutarato 

Fig. 1.- Vías de asimilación de amonio en microor0anismos. 



van en ausencia de una buena fuente de carbono (10, 11). 

En N. c~a~~a la actividad de GDH-NADP, es tres veces 

más alta en nitrato y amonio que en ácido glutámico o -

glutamina, esta actividad corresponde a concentración -

de enzima sintetizada de novo (12). 

La regulación de GOGAT ha sido estudiada en muy -

pocos organismos. En N. c~a~~a, se ha hecho u n estudio 

cuidadoso sobre la regulación de la expresión de esta -

enzima. Al cultivar e ste hongo en diferentes fuentes -

de nitrógeno, se encontró, que la actividad más alta de 

esta enzima se presenta cuando este organismo se culti­

va bajo condiciones limitantes de amonio o en nitrato; 

encontrándose 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 ácido 

glutámico cuando el amonio se encuentra en bajas concen 

traciones (6, 7). 

En N. c~a~~a, A. n~dulan~ y C. ut~l~~, la activi­

dad de la glutamino sintetasa es mínima cuando estos 

organismos se cult i van en amonio, urea, glutamato y - -

amonio o glutamina y es máxima cuando el crecimiento se 

lleva a cabo en presencia de ácido glutámico como única 



fuente de nitrógeno (13, 14). En N. c~a66a se ha encon 

trado que estos cambios corresponden a cambios en los -

niveles de RNA mensajero (15). 

La glutamino sintetasa de N. c~a66a 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 mon6meros. 

Cuando el hongo se cultiva en concentraciones limitan-­

tes de amonio, el olig6mero predominante es un tetráme­

ro compuesto primord ialmente por mon6meros a (17) mien­

tras que en exceso de amonio se encuentra un octámero -

estructurado fundamentalmente por mon6meros S (18). El 

hecho de que la glutamino sintetasa posea estas posibi ­

lidades estructurales, da a este sistema una gran plas­

ticidad, que podría sugerir el que cada uno de los oli­

g6meros tuviera un papel diferente durante la asimila-­

ción de amonio en asociaci6n con la GDH-NADP o con la -

GOGAT. Se ha propuesto, que cuando N, c~a66a crece - -

exponencialmente en exceso de amonio, éste es fijado 

por la GDH y la GS octamérica (18). Mientras que en 

limitación de amonio participarían la GS tetramérica y 

la la GOGAT (18). 

La GS de una gran variedad de microorganismos, 



está sujeta a retroinhibici6n por varios metabolitos 

entre los que se incluyen algunos aminoácidos. La GS -

de Anabaena cylind~ica es inhibida por concentraciones 

fisiol6gicas de glicina y alanina lo que sugiere que 

estos aminoácidos puedieran estar regulando la activi--

dad de esta enzima in vivo. (20). Kapoor, ha reportado 

que la GS de N. c~a&&a se inhibe in vitro por glicina -

serina y alanina (21). Recientemente, Hernández y col. 

han hecho un estudio muy cuidadoso, acerca del papel de 

la regulación de la GS por estos aminoacidos in vivo 

(19) • 

Por otro lado, Hernández y col. han encontrado 

que la utilización de glucosa disminuye cuando se inhi-

be a la glutamino sintetasa. Estos autores han propue~ 

to que existe una regulación coordinada entre la utili-

zación de carbono y nitrógeno y que €sta se logra sen--

sando los flujos de carbono y nitrógeno por medio de la 

glutamino sintetasa (19). 

III. Asimilación de Amonio en S . ce~evi~iae. 

Como se mencionó anteriormente, la asimilaci6n de 

amonio es un proceso mediante el cual el amonio es in--

corporado a esqueletos de carbono; la síntesis de ácido 

glutámico y glutamina son el resultado de este proceso. 



Al igual que en otros microorganismos, en S. ~e~e 

vi-Oiae la interconversi6n del ácido glutámico y el amo­

nio es catalizada por dos enzimas: la deshidrogenasa 

glutámica biosintética (GDH-NADP) (1) y la deshidrogen~ 

sa glutámica catab6lica (GDH-NAD) (2): 

1) NH4 + NADPH + ci-cetoglutarato ácido glutárnico + NADP 

2) Acido glutárnico + NAO -- a-cetoglutarato -+: NADH + NH4 

La enzima dependiente de NAD, se eleva cuando la 

levadura se cultiva en presencia de ácido glutámico co­

mo fuente de nitr6geno y disminuye cuando se utiliza 

amonio. Estos datos sugieren que esta enzima juega un 

papel catabólico (22). Por otro lado, la actividad de 

la enzima dependiente de NADP es mayor en presencia de 

amonio y disminuye cuando el glutámico es la única fuen 

te de nitr6geno (22)¡ por lo cual se le ha asignado un 

papel biosintético, 

Cuando la levadura se depriva de glucosa, la act~. 

vidad de GDH-NADP disminuye: esta disminuci6n se previ~ 

ne agregando dinitrofenol, iodoacetato, azida o ciclo-­

heximida (23). Si se agrega glucosa a las cé~ulas de-­

privadas la actividad reaparece¡ este reaparición se 

impide si se agrega gluco~a y cicloheximida simultánea ­

mente (23), Estos datos señalan la p~rdida de esta - -



actividad se debe a una degradación de la enzima. Aún 

más, Mazan y col. (23) han demostrado que esta degrada-

ción es específica. Otros estudios han señalado que la 

GDH-NADP no se induce en mutantes que presentan una al-

teración en la aconitasa y que por lo tanto no sinteti­

zan a-cetoglutarato (24); esto sugiere que el a-cetogl~ 

tarato o algún otro intermediario del ciclo de Krebs 

nodulan la actividad de esta enzima (2 4), 

Se han aislado diferentes tipos de mutantes que -

alteraciones en las actividades de GDH-NAD y GDH-NP.DP. 

El primer tipo fue aislado por Lacroute (25) y está - -

constituido por mutantes que carecen o presentan alter~ 

ciones de la GDH-NADP. Dadas las caracter!sticas de 

esta mutante, se ha considerado que est§n alteradas en 

el gene estructural de la GDH-NADP y a este locus se le 

ha denominado gdhl (25), Aún cuando estas mutantes ca-

recen de la actividad de GDH-NADP, son capaces de ere-~ 

cer en amonio como única fuente de nitr6geno con un ~ -

tiempo de duplicación 2,5 veces mayor que el de la cepa 

silvestre (25). Se han utilizado dos diferentes enfor~ 

aues para dilucidar cuál es la vía metab6lica que pertni - ~ 

te este crecimiento. Por un lado, Grenson y col, (26} 

han sugerido que el crecimiento residual se debe a la -

operación de la GDH-NAD. Sin embargo, no se han logra~ 



do aislar mutantes que carezcan de esta actividad. Otro 

tipo de mutantes aisladas se han denominado gdh CR que 

son al~licas a las URE2 y que resultan en una disminu-­

ción de la actividad de GDH-NADP pero que tienen nive-­

les de 130 a 150 veces más de la GDH-N~..D en pr~sencia -

de amonio como anica fuente de nitr6geno. 

Las mutantes gdh CS afectadas en el' locus NGL3, -

presentan una actividad muy baja de GDH-NAD aan cuando 

crezcan en glutámico como anica fuente de nitrógeno - -

( 27) • 

En S. c.en evi¿,iae, los niveles de la glutamino sin 

tetasa están regulados por la naturaleza y cantidad de 

la fuente de nitrógeno 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 s!ntesis de esta enzima (29), 

Al igual que en N. c.nali¿,a, se ha encontrado que -

la actividad de GS de S. c.eneviliiae es alta cuando el -

microorganismo se cultiva en ácido glutámico como fuen­

te de nitrógeno, intermedia cuando se cultiva en amonio 

y baja cuando la glutamina se usa como única fuente de 

nitr6geno (17, 28). La actividad de la GS de S. c.en evi 



~iae también se regula a nivel de síntesis (30) y a ni­

vel de la actividad por un sistema de inactivaci6n 

irreversible, probablemente proteolítico (30, 31). 

En Saccha~omy~e~ ce~evi~iae se ha reportado la 

existencia de la actividad de glutamato sintasa (GOGAT). 

Esta enzima ha sido purificada a homogeneidad por el 

grupo de Roan y col. (32). Se sabe que la GOGAT de S. 

ce~evi~iae consta de dos polipéptidos de alto peso mo­

l e cular; su Km por NADH, glutamina y a-cetoglutarato es 

d e 2.6 µM, 1.0 mM, y 140 µM respectivamente. Su pH - -

6ptimo está entre 7.1 y 7.7 (32). 

Como se menciona en la INTRODUCCION, el papel de 

esta enzima en algunos microorganismos es proveer una -

vía alterna de síntesis de ácido glutámico en condicio­

nes de limitación de amonio (3, 5), En otros microorg~ 

nismos la GOGAT también parece responder a la cantidad 

de amonio presente en el medio y en N. c~a~~a podría 

proveer un mecanismo importante en el recambio de glut~ 

mina. (8, 9) . 

Sin embargo, en S. ce~evi~iae, esta enzima ha si­

do poco estudiada; al parecer su actividad es baja con~ 

titutiva y varía muy poco o nada al modif icar el medio 

de cultivo. Además, no se han aislado mutantes de 



levadura alteradas en la actividad de GCGAT, lo que no 

ha hecho posible establecer claramente cuál pudiera ser 

el significado biológico de la vía GS-GOGAT en este 

microorganismo. Esta vía podría constituir una ruta 

alterna para la asimilación de amonio y la síntesis de 

glutámico en S. ee~ev~~~ae. 



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

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

Spring Harbar, Nueva York. 

MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO: 

Para el crecimiento de precultivos se utilizó medio YDP 

(extracto de levadura 1%, peptona de caseína 2%, y gluc~ 

sa 2%) o medio mínimo, según indica el texto, El medio 

mínimo (MM) se preparó con sales, elementos traza y vita 

minas siguiendo la fórmula de Difco Yeast Nitrogen Base. 

Como fuente de carbono se us6 glucosa al 2% y como fuen­

te de nitr6geno sulfato de amonio 40 mM. La histidina y 

lisina suplementadas al medio fueron agregadas a una con 

centración de 20 mg/l y 30 mg/l respectivamente. Los 

demás aminoácidos se ocuparon a una concentración de - -

0.5 mg/ml. 

Para los experimentos de limitaci6n de amonio se -

prepar6 a un medio idéntico al MM pero sin sulfato de 

amonio (SN). A este medio se le inyectaron 0.85 ml/hr -

de solución de cloruro de amonio al 0.008%. 



Las células se incubaron a 30°C y el crecimiento -

se sigui6 midiendo la densidad óptica del cultivo a una 

longitud de onda de 650 nm o midiendo la cantidad de 

proteína por el método de Lowry (33). 

Para las determinaciones de las actividades enzimá 

ticas el tiempo de cultivo y la velocidad de agitación -

se variaron de acuerdo a cada experimento~ 

MUTAGENESIS Y SELECCION DE LAS MUTANTES: 

a). Obtenc i 6n de la mutante GDH-. La cepa STX21-4A 

se mutageniz6 con ethylmetanosulfonato (EMS) siguiendo -

el método de Fink (34). Después 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 midi6 la activi 

dad de GDH-NADP para seleccionar una mutante GDH-. 

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

se rnutageniz6 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 30ºC. El crecimiento se lav6 con agua destilada y se 

pas6 a MM + his + N-glicosil -polifungina durante una 

hora para enriquecer la población aux6trofa de ácido gl~ 

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



sembraron en MM + his + glu; se incubaron a 30º C durante 

48 horas y se replicaron a MM + his para seleccionar una 

mutante aux6trofa de ácido glutárnico. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GDH-KADP: Las 

células se colectaron filtrando el cultivo por filtros -

Millipore tipo RA 1.2].llll. La pastilla se resuspendi6 en 

buffer de extracción de GDH que contiene: · fosfato de 

potasio O.lM, pH7.0; EDTA O.OOlM y S-mercaptoetanol 

O.OOSM. 

Las células se rompieron en un aparato homogeniza­

dor Braun con perlas de vidrio; la suspensión se centri­

fugó 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 enzimática se prepar6 el -

siguiente coctel: 

KH 2Po4 1 M pH7.8 --------------- 1 ml 

a-cetoglutarato 0.1 M ----------- 0.3 ml 

Cloruro de Amonio 0.05 M -------- 0.5 ml 

NADPH 0.003 M ------------------ 0.12ml 

Agua tridestilada --------------- 8 ml 

Se pone 1 ml del coctel en una celda de cuarzo y -

se arranca la reacción con el extracto. Paralelamente -

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



a-cetoglutarato.I.a reacci6n se sigue midiendo la absorban­

cia a 340 nrn en un espectrofot6metro. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GOGAT: El extrae 

to celular se prepar6 de la misma manera que el anterior 

s6lo que las células fueron resuspendidas en buffer de -

extracci6n de ~OGAT: fosfato monobásico de potasio 0.1 M, 

pH7.S. Para medir la actividad se prepar6 el siguiente 

coctel: 

KH 2Po4 0.1 M pH7.8 ------- 0.82 ml 

NADH 20 rnM -------------- O.OS ml 

a -cetoglurataro 0.01 M --- O.OS ml 

Extracto ----------------- variable 

Glutamina ---------------- 0.02 ml 

Como control se us6 el mismo coctel adicionado de 

0.2 ml de una soluci6n de azaserina 2S rnM. La reacci6n 

se arranc6 con la glutarnina y se sigui6 la disminuci6n -

de absorbancia a 340 nrn de longitud de onda. 

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GDH-NAD: El ex-­

tracto celular se prepar6 de la misma manera y en el mi~ 

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 rnonobásico de -

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



DISECCION DE TETRADAS: Las tétradas de las dife-­

rentes cruzas se trataron con una solución de glusula sa 

al 0.2% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se -

tomó una asada de la suspensión y se colocó sobre una 

capa de agarosa al 2%. La separación se llevó a cabo 

con un micromanipulador con aguja de vidrio. 

Esta parte del trabajo se realizó eh el laborato-­

rio de la Doctora Aurora Brunner, en el Instituto de - -

Fisiología Celular de la U.N.A.M. 

DETERMINAC I ON DE PROTEINA: La proteína de los 

extractos celulares o de los cultivos se cuantificó de -

acuerdo al método de Lowry (33) usando albúmina bovina -

corno estandar. 

DETERMINACION DE LAS POZAS DE AMINOACIDOS: Los 

extractos y la cuantificación de las pozas intracelulares 

de aminoácidos se llevaron a cabo siguiendo un método 

descrito previamente (24). 
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Fig. 2. 



RESULTADOS 

I. OBTENCION Y CARACTERIZACION FENOTIPICA DE MUTMJTES 

ALTERADAS EN LJI. DESHIDROGENASA GLUTAMICA BIOSINTETICA. 

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

gal 2) se mutaqeniz6 con EMS como se describe en MATERIAL 

Y METODOS. Después de la mutagénesis l as células se pl~ 

tearon en cajas de Petri que contenían MM adicionado de 

los requerimientos de la cepa STX21-4A. Dado que esta -

cepa es portadora de la mutación ura 2, requiere uracilo 

para crecer: en este caso el uracilo se substituyó por -

ureidosuccionato ya que se ha reportado que mutantes - -

~ra 2 son incapaces de utilizar este compuesto en prese~ 

cia de amonio a menos que carezcan de la actividad de 

GDH-NAD~ (25). A 20 de las colonias obtenidas se les 

determinó la actividad de GDH-NADP y se seleccion6 una -

que no presentaba actividad (CN30) y que conservaba los 

marcadores de auxotrofía de la cepa STX21-4A, Con el -

fin d e obt e ner u na cepa GDH- que no p r esentara tantas 

auxotrof ías, s e cr~i6 la cepa CN30 por la c e pa D587-4B -

(mat a , h is 1) . Po r d i s e cc ión de té t radas se obtuvieron 

las cepas CN31 (mat a, 0dh-, his-) y la cepa CN32 (gdh-) 

(Fig. 2) y se encontró que la segregación del car~cter -

gdh- seguía el patrón 2 : 2 sug iriendo que se trata de una 

mutación nuclear y nomogénica. 



~ i:: 
<lJ 

p.. 
C

l 
... z 1 
::e: 
C

l 
(!> 

<lJ 
'O

 

"' u .,.., 
.s 

..... 
Ir<

 
u 

..-< 
<lJ 

M
 

c. 
z 

U
) 

u 
<lJ 

'O
 

C\J 

"' 
.! 

'O
 

.,.., >
 

u 
.,.., 

"' 
.¡J 

"' 
!;j 

N
 

[J
) 

M
 ó-

,¡ 
..... 

I! 
¡:., 

., o ... o 
:5 

ID
 

O
 

Q
_ 

~
 

UJ 
¡: 

~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
~
-
+
-
~
~
~
~
~
~
.
.
.
:
:
:
t
~
o
 

q 
1

() 

d 
d
O
'
i
t
N
-
H
O
~
 '1:>1!11:>3dS3 O

'itO
IA

l.l.:>'1 



En la Fig. 3 se muestra la actividad de la GDE-NADP 

de la cepa silvestre y de la cepa CN31. Se observa que -

la actividad de esta enzima en la cepa silvestre aumenta 

hasta alcanzar su máximo a las 6 horas mientras que la 

actividad de la mutante permanece en niveles mucho meno-­

res, alcanzándose una diferencia de hasta 100 veces. 

Ambas cepas fueron cultivadas en MM + histidina, ya que -

la cepa CN31 es aux6trofa de este aminoácido. 

Como se explic6 en la INTRODUCCION, Lacroute (25), 

describió el aislamiento de mutantes que carecían de la 

actividad de GDH-NADP, sin embargo, estas mutantes son -

capaces de crecer en amonio con un tiempo de duplicación 

2.5 veces mayor que el de la cepa silvestre, Con el fi n 

de comparar el fenotipo de nuestras mutantes con las re­

portadas por Lacroute, cultivamos la mutante CN32 (prot~ 

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 duplicación 3 

veces mayor que el de la cepa silvestre, Asimis mo, se -

determin6 la actividad de GDE-NADP de estos vult i vos a -

las 9 horas. La F1g 4 mu e stra que l a c epa CN32 p r e senta 

una a ctividad 76 veces menor que la c epa silvestre. Para 

este experimento se usaron estas cepas ya que ambas son 

prototrofas y por l o tanto se puede n cu l tivar en MM s in 



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

y CN32 (o) en MM. 
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adicionar aminoác idos. 

Esto s datos indican que la mutación presente en l a 

mutante CN30 que heredaron las cepas CN31 y CN32, alteró 

la actividad de la GDH-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 CN31, que claramente mues 

tra que la actividad residual de la cepa CN31 es más 

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 CN31 no 

se debe a la presencia de efectores negativos (Tabla 1). 

Estos datos sugieren que la mutaci6n afecte el gene ~ 

estructural GDH l. 

En algunos microorganismos se ha propuesto que la 

vía GS-GOGAT proporciona una ruta para la asimilación de 

nitrógeno, cuando éste se encuentra en concentraciones -

limitantes (5). Siguiendo un método utilizado para~· -

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 co~ 

diciones de limitación de amonio. Claramente se observa 

que estas cepas pre sentan un crecimiento similar en 

estas condiciones. Como control se determin6 la activi­

dad de GDH-NADP a las 10 y 24 horas, encontrándose que -
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Act . Esp. GDH NADP 
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S288C 0.28 0.28 

CN32 0.01 0 .027 
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Fiq. 6.- Curva de crecimiento en limitación de a r.onio 

de las cepas S288C (• )y CN32 (o). 



TABLA l. Mezcla de extractos de GDH-NADP de las cepas 

STX21-4A (Ura his met arg ~hr-} y 

CN31 (his gdh-}. 

CEPA 

STX21-4A 

CN31 

STX21-4A + CN31 

UNIDADES DE GDH-NADP 

4.3 u 

0.15 u 

2 .18 u (2.22)ª 

ª El nfimero entre par~ntesis indica el valor te6rico 

esperado. 



la cepa CN31 presenta solamente una actividad residual -

de esta enzima (Fig. 6). 

Los datos hasta aquí presentados indican que las -

cepas CN31 y CN32 son portadoras de una mutación que - -

parece haber afectado el gene estructural de la GDH-NADP. 

Esta alteración no modifica el crecimiento de estas ce-­

pas en limitación de amonio. 

En ~· crassa, se ha encontrado que mutantes GDH , 

al igual que las de S. cerevisiae presentan un crecimie~ 

to residual en MM Algunos autores (26) han sugerido 

que en ~· 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 CN3 2 y S2 88 C crecidas en amonio 

-como fuente de nitrógeno ; como se observa la cepa CN32 -

no presenta un aumento en la actividad de esta enzima, -

por lo que es difícil que la s!ntesis de ácido glutámico 

en esta cepa se deba a la operación de la GDH-NAD. En -

N. crassa este crecimiento se abate en mutantes GDH aue 

además son portadoras de una mutación que disminuye la -

actividad de GOGAT (6,7), sugiriendo que el crecimiento 

de estas cepas se debe a la operación de la vía GS-GOGA.T. 

Asumiendo que s. cerevisiae se comporta igual que ~· - -

crassa, decidimos ais l ar 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 

S288C cultivadas en exceso de amonio. 

CEPA 

S288C 

CN32 

Act. Esp. GDH-NAD 

0.00956 

0.010 



II. OBTENCION Y CARACTERIZACION FENOTIPICA DE MUTANTES -

ALTERADAS EN IA GLUTAMATO SINTASA. 

La cepa CN31 se mutageniz6 con EMS como se descri­

be en MATERIAL Y METODOS. El enriquecimiento se llev6 a 

cabo en M..~ + histidina y las c~lulas se recuperaron en -

MM + histidina + glutámico. El fenotipo de las colonias 

obtenidas (200 Aprox.) se prob6 en MM+ histídina y en -

MM + histidina + glutámico y se seleccion6 una (CN33) 

incapaz de crecer en MM + histidina pero capaz de crecer 

cuando este medio se suplementa con ácido glu tmnico . El 

fenotipo esperado para una mutante que carec erá de la s -

actividades de GOGAT y GDH es una auxotrof!a total por 

ácido glutámico. En la Fig. 7 se presenta el crecimien­

to de las mutantes CN33, CN31 y de la cepa silvestre ~ -

S288C cultivadas en MM + histidina y en MM + histidina + 

glutámico. Como se puede observar aan cuando la mutante 

CN33 presenta una disminuci6n de crecim~ento en MMi + 

histidina, cuando se compara con las cepa~ CN31 y S288C, 

todav!a se puede observar un Crecimiento residual, que -

pudiera atribuirse a la producci6n de glutámico 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 CN31 como la CN33 presentan una - -
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Fig. 7.- Curvas de crecimiento de las cepas. S288C (e), 

CN31 (o) y CN33 <•l en MM (panel izquierdo) y 

MM+ ácido glutárnico (~anel derecho). 



TABLA 3. Actividades específicas de GOGAT y GDH-NADP de 

CEPA 

S288C 

CN31 

CN33 

las cepas S288C, CN31 y CN33. 

GOGAT 
(Act. Esp.) 

0.022 

0.021 

0.0015 

GDH-NADP 
(Act. Esp. ) 

.. 314 

.0032 

.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

ci6n en la actividad de GOGAT en el crecimiento en con­

diciones de lirnitaci6n de amonio, las cepas S288C yCN33 

se crecieron en cultivos limitados alimentados· de amonio. 

Corno se observa en la Fig. 8, la cepa CN33 presenta una 

disrninuci6n de crecimiento c onsiderable. Es tos culti-­

vos se llevan a cabo en p res encia de histidina para su­

plementar el r e querimiento de la cepa CN33; la adici6n 

de e ste aminoácido podría explicar que esta cepa aún 

presente un crecimiento residual. 

Aparenteme nte 1a mutante CN33 es portadora de al 

menos u na muta c ión que resulta en una disminución de la 

actividad d e Gcx:;AT que pudiera estar asociada a una - -

disminución de crecimiento cuando esta cepa se cultiva 

en lirnitaci6n de amonio. Con el fin de analizar e l - ~ 

número de mutaciones presentes en la cepa CN33 se 11 ev6 

a cabo un estudio d e s e g regación. 



·. 
III. ESTUDIO DE SEGREGACION DEL FENOTIPO GOGAT- DE LA -

CEPA CN33. 

~· Cerevisiae es un hongo ascomiceto capaz de for­

mar diploides y despu~s esporular para formar cuatro 

productos haploides, mismos que quedan encerrados en un 

saco l lamado asca. A cada asca con sus cuatro esporas -

se le llama t~tradas. 

Durante el proceso de esporulaci6n los diploides -

formados mediante cruzas atraviesan por una meiosis que -

da como resultado la formación de 4 esporas haploides. -

La esporulaci6h de los diploides se inicia con una divi­

sión mit6tica en la cual cada cromosoma se duplica, re-­

combina con su homólogo y segrega hacia un polo de la 

c~lula con su duplicado (4 cromátidas por e/cromosoma). 

As!, se obtienen dos productos que tienen cada uno dos -

cromátidas de cada cromosoma homólogo de la c~lula. Inm~ 

diatamente estos productos entran a una segunda división 

meiótica en la que, sin replicación del DNA, se separan 

las crornátidas y dan origen a 4 c~lulas que sólo tienen 

1 crornátida de cada cromosoma homólogo y por lo tanto la 

mitad del n11mero cromos6rnico que ~ab!a en el diploide. 

Dada la primera división, cualquier mutación viaj~ 

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



TABLA 6. Combinaciones r o sibles d e la segr eqación d e dos 

mutaciones involucradas en el carácter gogat -. 

A (2: 2) B (3: 1) e ( 4: o) 
Genotipo Fenotipo Genotipo Fenotipo Genotipo Fenotipo 

a b GOGAT a b GOGAT a b GOGAT 

+ + + + + + + + 

+ + + + + + + 

+ + + + 

+ + 



serán portadores de la mutación y dos no, independiente­

mente de la recombinación que haya existido en los cromo 

somas homólogos. 

Ahora bien, para el caso de dos mutaciones se da -

la posibilidad, dependiendo de la recombinación entre 

cr~m9somas homólogos antes de la primera división, de 

que estas queden repartidas de diferentes maneras: una -

posibilidad es que no haya recombinación y entonces se -

obtendrá un patrón de segregación 2:2 ya que las mutaci~ 

nes viajarán juntas, como una unidad; si la recombina--­

ción es doble, una espora tendrá ambas mutaciones, y dos 

tendrán cuando menos una, mientras que la cuarta no ten­

drá ninguna. Una tercera posibilidad es en la que cada 

espora será portadora de una sola mutación. Estas posi­

bilidades están ejemplificadas en la Tabla 6, 

Con el objeto de hacer un análisis de segregación 

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

gogat-) se cruzó por la cepa 0585-llC (mat a, lys 1) con 

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

ra cruzarse con la cepa CN31 (mat a,his-,gdh-}. Toda la 

progenie de esta cruza sería gdh-, lo que nos permitiría 

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 GOGAT 

Jkl + + Cl + + 

Jk2(CN34) + a 

Jk3 + a + + 

.Jk4 Cl 

CN33 + Cl 

0585-llC + 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 segregación de GOGAT es 2:2 

al igual que la del resto de los marcadores. La cepa Jk2 

(CN34) (mat a,lys-,gdh-,gogat-) se cru,zó 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 segregación de GOGAT de 2:2 mientras que 5 

presentan una segregaci ón 3:1 y una 4:0. Los demás mar­

cadores segregan 2:2. Estos datos sugieren que la cepa -

CN34 sea portadora de dos mutaciones involucradas en el -

fenotipo GOGAT-. La Tabla 6 muestra las distintas combi­

naciones posibles de segregación de dos mutaciones involu 

eradas 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 carácter GOGAT-. 

IV. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA TF.TR.11.DA 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-­

ción en esta tétrada result6 3:1 y correspondería a la 

combinación 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 001 (bis - ~ -) 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 2 + + 
Fd3 + 
Fd4 + 

Fel + + + 
Fe2 + 
Fe3 + 
Fe4 + + 

Ffl + + 
Ff 2 + + 
Ff 3 + + 
'Ff4 + 



TABLA 7. Actividades de GOGAT de las cepas de la tétrada 

Fi cultivaaas en exceso de amonio a las 12 horas 

de crecimiento. 

CEPA Act. Esp. de GOGAT 

S288C 0.022 

Fil 0.025 

Fi2 0.034 

Fi3 n.d. * 
Fi4 0.012 

* n.d. no detectable. 
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tétrada; claramente se ve que la cepa Fi3 es portadora -

de dos mutaciones ya gue es la única 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 carácter 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 midi6 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 GCGAT muy similar y se comportan muy parecido en cuan 

to a crecimiento. 



i 

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

Fi cultivadas en limitación de amonio. 

Tiempo S288C Fil Fi2 Fi3 Fi4 

6 hrs. 0.023 0.016 0.021 0.0052 o. 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 aquí presentados sugieren fuertemen 

te que para generar el fenotipo GOGAT- se requieren 2 - -

mutaciones. Para demostrar que este es el caso, se ha dis~ 

ñado una serie de cruzas que, de acuerdo a su segregación 

definirán que cepas son portadoras de una mutación senci­

lla, cuáles son silvestres y cuáles dobles mutantes. Como 

cepa padre se seleccionará una doble mutante GOGAT- que -

se cruzará por las cepas problema de una o varias t€tra-­

das; así, la progenie de aquellas cepas que resulten por­

tadoras de una sola mutaci6n, segregará con un patrón 2:2 

fenotípico, mientr as que la de una cepa silvestre lo hará 

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-. 

Como ya se mencionó en los incisos I y II una cepa 

GDH- GOGAT+ crece con el mismo tiempo de duplicación que 

la cepa silvestre en condiciones de limitación 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 importa~ 

te para el crecimiento en condiciones de limitación de -

amonio. Para explorar mejor la importancia de la vía 

GS-GOGAT en estas condiciones decidimos obtener una cepa 



GDH+ GOGAT- y realizar con ella experimentos en condicio 

nes de limitaci6n de amonio. 

De la progenie de la cruza de las cepas CN33 x 

0585-llC se escogi6· 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- ya -

que proviene de una t€trada con segregación 3:1 y es la 

única cepa de la t€trada que carece de esta actividad 

enzimática (posibilidad B de la Tabla 6) . 

La figura 10 muestra una curva de crecimiento de -

las cepas S288C y CN35 en condiciones de limitaci6n 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 despu@s crece con el mismo tiempo de dupli-

cación. 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, comunicación 

personal) han demostrado que el amonio es un inductor de 

la actividad de GDH-NADP, Estos datos sugieren que la -

cepa C~35 requiere de la acumulación de amonio a falta 
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TABLA 9. Actividades Específicas de GDH-NADP y GOGAT de -

las cepas S288C (silvestre) y CN35 (GDE+ GOGAT-) 

en condiciones de limitación de amonio. 

CEPA Tiernp:l (hrs) Act. Esp. de GCGAT P..ct. Esp. de mH-NADP 

6 0.021 0.62 

S288C 10 0.020 0.74 

24 0.010 0.36 

6 0.005 1.29 

CN35 10 0.006 0.91 

24 0.005 0.69 



.. 
. .... 

de la actividad de GCXiAT para lograr inducir su GDH-NADP 

y así poder iniciar su crecimiento por la v!a GDH-GS, ya 

que no cuenta con la v!a GS-G(X;AT. Probablen\ente la - -

acumulaci6n de amonio se logre al ,dismi-nu-ir l as po~s de 

ácido glutámico de modo que la GS y a.... no es capaz _de to--

mar el amonio para la s!ntesi s de~glutamina; al paso del 

tiempo la cantidad de amonio intracelular es tal que aho 

ra se puede inducir la activi dad de GDH-NADP con lo que 

se iniciaría la s!ntesis de ácido glutámico. Una vez 

que existen los substratos la GDH-NADP y la GS llevan a 

cabo la asimilaci6n de amonio mediante la s!ntesis de 

ácido glutámico y glutamina . 

Para esclarecer con mayor precisi6n el papel de 

cada una de las v!as de asimilaci6n 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 c~lulas en el -

grado de limitaci6n que se desee durante un tiempo inde­

finido. Así, variando el substrato limitante y su grado 
1 

de limitaci6n se pueden establecer los efectores que no-

dulan la actividad enzimática en las diferentes condicio 

nes. De este modo, pensamos obtener un panorama mucho -

más completo de l que se tiene a la fec ha de las vías de 

asimilación de amonio que o peran e n S. ce·r ·ev'isiae, 



DISCUSI<»I 

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 GDH1 . 

Ia Fig. 4 muestra una curva de termosensibilidad de la 

enzima obtenida de las cepas STX21-4A (silvestre) y 
¡ 

CN31 (GDH-) donde claramente se observa que la enzima -

mutante es más sensible al calor que la enzima silves-­

tre. Esto indica una modificaci6n en la proteína 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 ,1b tenidos 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-­

ci6n estructural en el gene GDHl. 

El crecimiento de una cepa portadora de esta muta 

ci6n (CN32) en amonio corno anica fuente de nitrógeno se 

ve disminuido con respecto al de una cepa silvestre, 

pero no es totalmente abatido, por lo que es de supone~ 



se la existencia de una vía alterna Pªfª la síntesis -

de ácido glutámico. Algunos autores han propuesto que 

esta vía podría ser a través del aumento de la activi-­

dad de la GDH-NAD (26); sin embargo, en~· cerevisiae,­

se ha descrito la existencia de la enzima glutamato si~ 

tasa, la cual podría ser la responsable de la síntesis 

de ácido glutárnico en las mutantes GDH • 

Para dilucidar cuál de estas posibilidades es más 

acertada, decidimos utilizar dos enfoques experimenta-­

les. El más directo consiste en medir la actividad de 

la GDH-NAD cultivando las cepas CN3J. y S288C en amonio 

como Gnica fuente de nitrógeno , Si la GDE-NAD es res-­

pensable de la síntesis de ác i do glutámico en la mutan­

te CN31, es de esperarse un aumento en la actividad de 

esta enzima. La Tabla 2 mue s tra que este no es el caso, 

ya que las actividades de GDH-NAD d e las cepas CN31 y -

S288C son muy parecidas. 

El otro enfoque para demostrar que la síntesi s de 

ácido glutárnico en las mutantes GDH- se debe a la oper~ 

ci6n de la vía GS-GOGAT fue la obtención de mutantes 

alteradas en la actividad de glutamato sintasa. De es­

te modo, una doble mutante GDH-GOGAT-, debe ser incapaz 

de crecer e n amonio como Gnica fuente de nitró g eno 



si es que la síntesis de ácido glutámico procede a tra­

vés de la vía GS-GOGAT en las mutantes que carecen de -

la actividad de GDH-NADP. 

La Fig. 7, muestra el crecimiento de las cepas 

S288C, CN31, y CN33 en amonio y en amonio + glutámico -

como fuentes de nitrógeno. La cepa CN33 es portadora,­

además de la mutación en GDH-NADP, de una .o varias muta 

cienes que afectan la actividad de GOGAT. En esta cepa 

el crecimiento en amonio como fuente de nitr6geno se ve 

muy disminuido en comparaci6n con la cepa CN3i (GDH-);­

el crecimiento res i dual que aan conserva la cepa CN33 -

podría ser explicado por la obtención de ácido glutámi­

co a partir de histidina, ya que las cepas CN31 y CN33 , 

son aux6trofas de este aminoácido y el medio de cultivo 

está suplementado con histidina. Una cepa prot6trofa -

GDH- GOGAT- es incapaz de crecer en MM (dato no mostra­

do). Así pues, esto indica fuertemente que la vía de -

síntesis de ácido glutámico que opera en las cepas GDH­

es la vía GS-GOGAT. 

Ahora bien, para otros microorganismos, ha sido 

propuesto que la vía GS-GOGAT funciona principalmente -

en condiciones de limitación de amonio (S,6,7). Para -

explorar si en S. cerevisiae la vía GS-GOGAT es impor-­

tante en estas condiciones, decid imos 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 

tación 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 limitación de amonio. Se observa que el 

crecimiento de estas cepas en estas condiciones es 

prácticamente igual, pese a que la mutante CN31 carece 

de actividad de GDH-NADP. Este dato indica que la 

GDH-NADP no es importante en condiciones de limitación 

de amonio, ya que la cepa CN3 1 , que carece de esta acti 

vidad, es capaz de crecer con el mismo tiempo de dupli­

cación que una cepa que si presenta actividad de 

GDH-NADP. El resultado obtenido de un experimento sirn~ 

lar utilizando a la cepa CN33 (GDH- GOGAT ) es bastante 

diferente. Como se observa en la Fig. 8, esta cepa - -

presenta sólo un crecimiento residual en comparaci6n de 

la cepa S288C (silvestre) lo que indica que, al faltar 

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

Para explorar de una manera más completa la irnpo~ 

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 ünica cepa que carece -

de esta actividad en una tétrada cuyo patrón de segrega­

ción fue 3:1. 

La figura 10 muestra una curva de crecimiento de 

las cepas CÑ35 (GDH+ GOGAT-) y S288C (silvestre) en con 

diciones de limitación de amonio. Como se observa, la 

cepa CN35 presenta un retraso en el crecimiento de 6 

horas con respect o a la cepa silvestre, pero al cabo de 

este tiempo es capaz de crecer con un tiempo de duplic~ 

ci6n muy similar al de la cepa silvestre. En la Tabla 

9 se presentan las actividades específicas de GDH y - -

GOGAT de estas cepas en distintos puntos del crecimien­

to; es de notarse que la cepa CN35 presenta una activi­

dad específica de GOGAT muy reducida, sin embargo, la -

actividad específica 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 así 

poder crecer en condiciones de limitaci6n de amonio. En 

el laboratorio (H. Olivera, comunicación personal) se -

han realizado experimentos que demuestran gue el amonio 

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



crecimiento de la cepa CN35 podría 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 ácido glutámico 

deben de estar muy reducidas por la falta de la activi­

dad de GOGAT. Así, pasaría un tiempo hasta que la poza 

intracelular de amonio se elevaría permitiendo la indu~ 

ción de la actividad de GDH lo que a su vez reanudaría 

la síntesis de ácido glutámico y la asimilaci6n de amo­

nio por la vía GDH-GS. Estos datos indican que la enzi 

ma GOGATes necesaria para crecer en limitaci6n de amonio. 

Con el ob jeto de identificar a los moduladores y 

las condiciones que regulan el funcionamiento de estas 

vías de asimilación 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-­

ci6n del substrato que se desee. Así, es posible variar 

la limitación de amonio y establecer los efectores que 

modulan la actividad enzimática en las diferentes candi 

cienes. De este modo, pensamos obtener un panorama -

mucho más completo del que se tiene a la fecha acerca -

de las diferentes vías de asimilación de amonio que - -



operan en S. cerevisiae. 

Los datos hasta aqu1 presentados sugieren fuerte­

mente que, al igual que en otros microorganismos, la -

GS-GOGAT en ~· cerevisiae opera principalmente en cond~ 

cienes de limitación de amonio. Por otro lado, esta 

vfa es capaz de sostener un buen crecimiento en condi-­

ciones de exceso de nitr6geno cuando falta la actividad 

de GDH-NADP. (Fig. 7) • 

El estudio de segregaci6n llevado a cabo con la -

cruza CN34 x CN31 sugiere que la cepa CN33 es portadora 

de una doble mutaci6n. El hecho de que la segregación 

de esta cruza sea predominante 3:1, podrfa explicarse -

de dos maneras: la primera es que un fenómeno de con­

versión génica fuera el responsable de la aparición de 

segregantes 3:1; sin embargo, se sabe que la frecuencia 

de conversión génica es de 1 en diez tétradas, y dado -

el elevado nfunero de segregantes 3:1 obtenidas en este 

estudio, es poco probable que la conversión génica ex-­

plique esta segregación. En la Tabla 6 se plantean las 

posibles combinaciones de segregación en caso de que el 

fenotipo GOGAT- estuviera dado por dos mutaciones. Esta 

posibilidad es más real que la de conversión génica y -

se hicieron algunos experimentos para comprobarla. 



Decidimos tomar a la tétrada Fi para llevar a ca­

bo estos estudios, ya que esta tétrada correspondería a 

la combinación B de la Tabla 6, en donde las mutaciones 

estar!an 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 s6lo 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 que se hace 

dificil discernir cuál es la silvestre y cuáles las ~ ~ 

mutantes separadas. 

En un intento para tratar de identificar a qué 

cepa corresponde cada una de las diferentes mutantes, ~ 

se creci 6 a la tétrada Fi en limitaci6n de amonio, esp~ 

rando ver alguna diferencia en el crecimiento (Pig. 9} 

o en la actividad enzimática (Tabla 8), S6lo la cepa~ 

Fi3, posiblemente portadora de las dos mutaciones se 

comporta diferente de la cepa silvestre tanto en activ~ 

dad como en crecimiento, Este dato tampoco permite ~ ~ 

distinguir a las mutantes separadas de la cepa silves ~­

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 mostr6 que la GQGQ\T de las cepas Fi2 y Fi4 es más 

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 regulaci6n 

de las dos enzimas es diferente. 

El hecho de que ~· 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 permitirá 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: la 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 CN31, ya 

que todas las combinaciones de la Tabla 6 son posibles 

para esta cruza. Sin embargo, cuando la ~rogenie pro­

venga de las mutantes sencillas la segregaci6n debe de 

ser 2:2 ya que al mantener siempre una de las mutac i o-­

nes constante, sólo puede segregar con un patrón 2:2 . 
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