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INTRODUCCION

En todos los seres vivos, la asimilacién de amonio en -
componentes orgdnicos se lleva a cabo a través de la biosin
tesis de glutamina y glutamato,

La dnica enzima encargada de la biosintesis de glutami-
na es la glutamino sintetasa o GS {(E.C.6.3.1.2) la cual ca-
taliza l1a siguiente reaccifn:

clutamaco + NH,* + ATP —E25 glutamina + ADP + Pi

Por otro lado, 1a biosfntesis de glutamato puede alcan-
zarse por dos vias distintas. Una de ellas involucra a 1la
enzima glutamato deshidrogenasa o GDH (E.C.1.4.1.4) la cual
cataliza la siguiente reaccidn:

a-cetoglutarato’+ NH,* + NAOPH —ERp Glutamato + NADP*

La otra vfa encargada de la biosfntesis de glutamato es
la glutamato sintasa o GOGAT (E.C.1.4,1.14) la cual produce
dos moléculas de glutamato a partir de una molécula de glu-
tamina y una de a-cetoglutarato.

Glutamina + a-cetoglutarato + NADH —80GRT_, , Glutamato + NAD*

La dependencia por cofactor varfa seglin el organismo ==
del que se trate, siendo habitualmente NADPH en bacterias,
(42,43), NADH en levaduras, hongos y algunos tejidos vegeta
les y ferredoxina en otros vegetales {43). Como se vé, la
biosintesis de glutamato puede lograrse mediante GDH o a -~
través de 1a accidn concertada de GS y GOGAT,



¢Cudl es la razdn de que existan dos sistemas para bio-
sintesis de glutamato. Evidentemente existen diferencias -
bioquimicas importantes entre ambas vias. Una diferencia -
entre ellas que ha sido ampliamente comentada es la diferen
cia en afinidad por amonio de ambas vias. La mayorfa de =
las GDH descritas poseen una Km alta por amonio (usualmente
mayor a 5 mM) mientras que la Km por amonio de GS (la cual
es la enzima asimiladora de NH4+ en Ta via GS-GOGAT) es - -
usualmente de 0.5 mM o ailin menor. Esto implica un desfasa-
miento en las condiciones nitrogenadas en las cuales cada
via puede actuar dptimamente. Bajo este razonamiento, la -
GOGAT es una enzima que permitiria la sintesis de glutamato
cuando hay poco amonio disponible, mientras que la GDH po--
drfa sintetizar glutamato solamente en condiciones en que -
existiera una abundancia de amonio disponible.

Existen organismos que han resuelto el problema de sin-
tetizar glutamato utilizando solamente alguna de estas dos
vias. De esta manera, organismos como Bacillus subtilis vy
Bacillus megaterium utilizan la vfa GS-GOGAT para la produc
cidn de dcido glutémico. La via por GDH no es operativa en
estos organismos, ya sea debido a su ausencia o a las altas
Km's por amonio (hasta 0.17M,9,10)., Por otro lado, la - -
sfntesis de glutamato en animales superiores se realiza por
medio de la via GDH, caraciéndose de evidencias para la pre
sencfa de una via GS-GOGAT en estos organismos,

En contraste a los organismos mencionados anteriormente,
existen otros en los cuales ambas vias de biosfntesis de -~
glutamato pueden coexistir. En plantas se ha reportado la
existencia de ambas vias, pero la evidencia presente sugiere
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que la biosintesis de glutamato se 1leva a cabo por la via
GS-GOGAT (31). En otros organismos, como la bacteria - -
Klebsiella aerogenes (39) y el alga Lemna minor (35), el -
esquema de regulacidn para ambas especies sugiere su papel
en la asimilacion de diversas concentraciones de amonio. -
Cuando se crecen ambos organismos en condiciones de Timita
¢i6n de amonio se encuentran actividades altas de GS y --
GOGAT, mientras que la GDH se encuentra muy reprimida. En
exceso de amonio, las actividades de GS y GOGAT se repri--
men y se eleva la actividad de GDH. Esto sugiere que en =
estos organismos la via GS-GOGAT es la responsable de la -
biosintesis de glutamato en condiciones de limitacidn de -
amonio, mientras que GOH To hace en exceso de amonio,

Salmonella typhimurium y Escherichia coli poseen tanto
GOH como GS y GOGAT. En estas especies, la regulacidn de
las diferentes enzimas en limitacién y exceso de nitrégeno
no ha permitido Tlegar a conclusiones claras con respecto
al papel relativo de ambas vias. Por ejemplo, en E. coli
la GDH se reprime solo ligeramente en cultivos limitados -
de amonio, mientras que se encuentra una alta actividad de
GOGAT en exceso de amonio (39), Sin embargo, en E. coli,-
estudios de marcaje in vivo con **N y separacién por croma
tograffa 11quida de alta presifn de los metabolitos resul-
tantes, proveen evidencia compatible con el papel de GOGAT
en la asimilacién de concentraciones limitantes de amonfo.
Despues de suministrar '*NH,C1 a 1 uM, se observa un marca
je diez veces mayor de la poza de glutamina comparado 2 la
poza de glutamato (20). Ademds, el patrdén obtenido en pre
sencia de inhibidores como metionina sulfoximina, azaseri-
na y aminooxiacetato es compatible con la conclusidn de --
que la via GS-GOGAT es la principal responsable de la asi-
milacidn de concentraciones limitantes de amonio, mientras
que la via por GDH tiene un papel secundario en estas =« =




condiciones. Sin embargo, es lamentable que estos estudios
"no se hayan llevado a cabo a 75 uM de NH4c1, concentracidn
limitante para el crecimiento de E, coli.

Genética de GOGAT.

E1 andlisis de mutaciones que afectan la actividad de -
GOGAT ha proveido evidencia adicional sobre el papel de - -
GOGAT en el metabolismo celular,

En B. subtilis, pueden obtenerse auxétrofos de glutama-
to por mutaciones en cualquiera de dos genes (gltA o gltB)
los cuales se piensa que son los genes estructurales para -
ambas subunidades de GOGAT (2,8). Esto permite concluir -
que GOGAT es la inica enzima que sintetiza el glutamato ne-
cesario para crecimiento en B. subtilis.

En Salmonella typhimurium, pueden obtenerse auxdtrofos
de glutamato solamente cuando se mutan simulténeamente dos
genes, gdhA y g1tB, Mutaciones en gdhA 1levan a una pérdi-
da de la actividad de GDH {36), mientras que mutaciones en
gltB llevan a la falta de actividad de GOGAT (15), Mien---
tras que las mutantes afectadas en gdhA son cripticas feno-
t{picamente, las mutantes afectadas en gltB presentan dos -
fenotipos distintivos: uno de ellos es la incapacidad de -
crecer en concentraciones limitantes de amonio (75 uM), - -
mientras que el otro es la incapacidad de crecer en varios
aminodcidos como @nica fuente de nitrdgeno (fenotipo Asm™)
(15). La incapacidad de las mutantes gltB para crecer en
1imitacidn de amonio es'compatible con su probable papel en
1a asimilacidn de amonio.




En S. typhimurium, como en otros procarioctes, la GOGAT
estd compuesta por dos polipéptidos, en este caso de - - -
153,000 y 53,000 (27). Esto podria presuponer la existen--
cia de dos genes, uno codificando para la subunidad ligera
y otro para la pesada. Compatible con esto, Brenchley y -
Col. (27) han encontrado que mutaciones en el locus gltD -
(el cual estd muy ligado a gltB) provocan la pérdida de 1la
actividad de GOGAT. Evidencias bioquimicas sugieren que -
gltB y gltD codifican para las subunidades pesada y ligera
de GOGAT, respectivamente (27). Estos dos genes estdn orga
nizados como un operdén (27).

En Escherichia coli se requieren dos mutaciones para -
provocar una auxotrofia por glutamato (1). Una de ellas, =
gdhAl, es enteramente similar a la mutacién gdhA de S, - -
typhimurium (1). La otra mutacién, gltB31, afecta 1a acti-
vidad de GOGAT, provocando una incapacidad de crecer en clg
ruro de amonio a 75 uM, as? como un fenotipo Asm~ (43), --
Mientras que existe evidencia para proponer que gdhA es el
gene estructural para GDH (38), la evidencia para proponer
que ﬂliﬁ es el gene estructural para GOGAT era ambfgua., Si
bien la mutante gltB31 carece tanto de actividad de GOGAT -

como de material que cruce con anticuerpos especificos para
GOGAT, estos resultados podrfan explicarse o por mutacién -
en el gene estructural para GOGAT o por mutacifn en un regu
Jdador para GOGAT. Por otro lado, Servin y Bastarrachea - -
{(40) han encontrado que c&lulas que llevan la mutacidn - -
gltB31, la cual se pensaba que afectaba solamente GOGAT, -
afecta también el sistema de traﬁsporte de amonio. Este es
un dato diffcil de explicar asumiendo que el locus definido
por la mutacién gltB3l es el gene estructural para GOGAT.

Los datos reportados en la tesis de Maestrfa de Irene -
Castafio (6) constituyen un intento para la resolucidén de -



estas discrepancias. En este trabajo se encontrd que la -
mutacion gltB3l estd compuesta en realidad de dos mutacio--
nes ligadas. Una de ellas es una delecidén de los genes --
estructurales para GOGAT, los cuales, por analogia con S. -
typhimurium, se denominaron gltB v gltD. La segunda altera
cion es en un posible gene regulador positivo para GOGAT, -
el cual se denomind gltE. Los genes gltB y gltD se encuen-
tran organizados como un operdn, con un tercer gene dentro
de este operdn, el cual se ha 1lamado gltG.

Se piensa que gltG es un posible regulador positive pa-
ra los genes encargados de degradar sustratos Asm. Dado -
que el operdn tendria una estructura gltB - gltD - oltG, -
las mutaciones que afectan la actividad de GOGAT tendrian -
un fenotipo Asm”™ solo si la mutacién fuera polar sobre gltG.
Por tanto, el fenotipo Asm  serfa debido a la falta de - -
sintesis de un rvegulador, y no una consecuencia metab6lica
de Ya falta de GOGAT.

Aunque este modelo es todavia especulativo, provee una
explicacién plausible para las anomalfas descritas anterior
mente. Seria interesante analizar si la falta de crecimien
to de la mutante gl1tB31 en limitacidn de amonio es debida a
la pérdida de alguno de los posibles reguladores o una con-
secuencia de la pérdida de GOGAT. Sin embargo, es importan
te hacer notar que esta serfa la primera descripcion de --
genes requlatorios para GOGAT en cualquier organismo.

Antecedentes para esta investigacion,
Del andlisis de los apartados anteriores es evidente -

que se ha alcanzado un profundo conocimiento sobre 1a fisio
Jogfa y sobre todo la genética de la asimilacién de nitrége



no en organismos procariotes. Sin embargo, el conocimiento
en estas dreas no se ha desarrollado a 1a misma magnitud en
organismos eucariotes. Si bien se cuenta con amplia infor-
macidn fisiolbgica sobre las vias primarias de asimilacién

de nitrdgeno en eucariotes superiores, como plantas, la - -
genética de estos sistemas no ha avanzade a la par.

Por tanto, desde hace algunos afios, el grupo del Dr. -
Jaime Mora, se ha abocado al estudio de las vias primarias
de asimilacidn de nitrdgeno en eucariotes sencillos, como -
el hongo Neurospora crassa.

En este hongo, asi como en algunos procariotes, glutama
to puede sintetizarse a través de GDH o a través de la ac--
¢idn concertada de GS y GOGAT (32).

Estudios fisiolbgicos en Neurospora crassa indican que
1a asimilacidén de nitrbgeno en condiciones de exceso de - -
amonio se 1leva a cabo primordiaimente a través de GDH. Es
to se infiere de la baja actividad de GOGAT presente en es-
ta condicifn, asf como de 1a alta actividad de GDH observa-
da. En contraste, cuando este honco estd creciendo en con-
diciones de limitacién de amonio, la GOGAT se encuentra en
condiciones de mixima induccidon, mientras que l1a GDH se man
tiene a niveles similares a los observados en exceso de - -
amonio (23). Si bien estos datos apoyan el uso de una vfa
GDH para condiciones de exceso y una vfa GS-GOGAT para cone
diciones de 1imitacion de amonio, es extrafio que la GOH no
se reprima en limitacién de amonio. Como una hipltesis al-
ternativa, se ha propuesto que GDH es 12 responsable de 1la
asimilacién de amonio en ambas condiciones, con 1a vfa GS-
GOGAT funcionando como un "balanceador" de las concentracig
nes relativas de glutamato y glutamina (25), Esta enzima -
(GOGAT) es reprimida fuertemente por glutamato y a una ex--
tensi6n menor por glutamina (18),




E1 aislamiento y caracterizacion de mutantes carentes -
de las actividades de GDH o GOGAT ha sido crucial para la -
proposicidn del papel relativo de ambas vfas para 1a biosin
tesis de glutamato, Se han descrito en N, crassa varias -
mutaciones que afectan el gene estructural para GDH (mutan-
tes am), Las mutantes am requieren glutamato para su creci
miento optimo pero crecen, aunque pobremente, en exceso de
amonio (13}, Hummelt y Mora {17) han encontrado que una -
mutante am crece de manera similar a la cepa silvestre en
cultivos limitados de amonio, presumiblemente debide a la -
presencia de GOGAT (18).

Se ha descrito que una mutacion que afecta el locus - -
en(am) evita el escaso crecimiento de las mutantes am en -
exceso de amonio (18). De esta manera, dobles mutantes - -
amjen(am) se comportan ahora como auxdtrofos estrictos por
glutamato. Por otro lado, el lGnico efecto fenotipico de la
mutacidn en(am) en un fohdo genético silvestre es la incapa
cidad de crecer en condiciones limitantes de amonio (18),
Mds alin, esta mutante estd parcialmente bloqueada en la de-
gradacidn de glutamina (5 ). Hummelt y Mora (18) y poste--
riormente Dunn-Coleman y colaboradores (12) han descrito =
que 1a mutante en(am) carece de actividad de GOGAT, £l - -
Tocus enfam) ha sido rebautizado como en(am)-2 (12)y esta se
rd la designacidn que utilizaré en este trabajo,

Si bien e] andlisis fisiolégico de las mutantes am y -
en(am)-2 ha sugerido el papel de GDH y GOGAT en el metabo--
lismo de este hongo, es importante sefialar que solamente en
el caso de las mutantes am se sabfa de su naturaleza estruc
tural. Hasta el momento de iniciar este trabajo, la infor-
macién existente sobre la mutante en{am)-2(C24) era insufi-
ciente para asignarle un papel estructural o regulatorio -
para GOGAT. Este era un punto claramente importante, dado




que si esta mutacidn estuviera afectando un gene regulato
rio para GOGAT las conclusiones fisioldgicas deberian ree
valuarse, como sucedid para 1a mutante g1tB31 de E, coli,
descrita en el apartado anterior.

Aun mds, a pesar de su relevancia fisioldgica los estu-

dios genéticos sobre la GOGAT de eucariotes son escasos.
Con la excepcion de N. crassa, en eucariotes solamente se
han descrito mutaciones que afectan la actividad de GOGAT
en la planta Arabidopsis thaliana (41), pero estas no han
sido caracterizadas a profundidad.

Por tanto, dado la carencia de datos genéticos sobre
la GOGAT de eucariotes asf como su relevancia para la fi-
siologfa de N. crassa, se decidié emprender un andlisis
genédtico de la GOGAT de este hongo. En este trabajo se
describe el aislamiento de tres nuevas mutantes que afec-
tan la actividad de GOGAT, su alelismo por criterios de
mapeo y complementacidn con la mutacién en(am)-2(C42), as
como la conclusibn de que en(am)-2 es el gene estructural
para GOGAT por criterios de dosis génica y presencia de
antfgeno 1nact1vo en las mutaciones.

{



MATERIAL Y METODOS

Cepas, Todas las cepas usadas en este trabajo provienen de
la coleccion del Dr. Jaime Mora o del Fungal Genetics Stock
Center en el Department of Microb1ology, University of - -
Kansas Medical School, Kansas City, Ks. Como cepas silves-
tres de referencia se utilizaron las cepas 74-A o 73-a. las
cepas f1A y f1 a se utilizaron para pruebas de tipo de apa-
reamiento. Otras cepas bdsicas fueron aml32 (alelo aml32},
en(am)-2 (alelo C24), inl (alelo 89601), ad-8 (alelo - - =
Y112M343) y T(1I+1) NM177. Las dobles mutantes utilizadas
en este trabajo fueron obtenidas por cruzamiento de las ce-
pas anteriormente mencionadas.

Medios y condiciones de crecimiento. Todas las cepas fue--
ron crecidas por 24 h. a 25°C en medio minimo N de Vogel =~
(7) complementado con 1.5% de sacarosa, Para algunos expe
rimentos se utilizd una variante del medio N de Vogel la -
cual carece de fuente nitrogenada, 1lamada SN (23). - Otras
fuentes nitrogenadas en lugar o ademds de nitrato de amonio,
se afladieron como se describe en Resultados. Para crecer -
algunas cepas, se afiadi6 adenina (2 mM) o inositol (100 --
pg/mi). E1 micelio fue crecido a partir de un indculo coni
dial en medio 11qu1do burbujeado con aire hidratado.

Preparacién de extractos 1ibres de células y determinacibn
de actividad de GOGAT. Todos los pasos se realizaron a 4°C,
E1 micelio se filtrd a través del papel filtro whatman No,
41 y se lavdé con agua bidestilada. Posteriormente el mice-
110 se deshidratd con acetona y se secé al vacfo. Los pol-
vos de acetona resultantes se molieron con hielo seco y se
resuspendieron en un amortiguador de fosfato de potasio =-
0.1 ¥, pH 7.6 mds 2-mercaptoetanol al 0,5% en una relacidn




100 mg de polvo a 1.2 ml de amortiguador.

Las suspensiones se centrifugaron por 15 minutos a 12 500 X
9., usdndose los sobrenadantes como extractos libres de - -
células. La actividad de GOGAT se midié como el consumo de
NADH dependiente de glutamina y a-cetoglutarato a 25°C, de
acuerdo al protocolo de Boland y Benny (3). La lnica modi-
ficacidn a este procedimiento fue la utilizacidn de un amor
tiguador a pH7.75 como amortiguador de ensayo. La concen--
tracion de proteina se determind por el método de Lowry et.
al (26) utilizdndose albdmina sérica bovina como referencia.

Mutagénesis y seleccidén de mutantes. Se prepararon suspen-
siones conidiales de la cepa aml32 y de l1a cepa aml32;in] -
y se ajustaron a 2 x 107 conidias por ml. Se incubaron - -
20 m1 de cada suspensidn con 1.32 mM de N-metil-N'-nitro- -
-N- nitrosoguanidina por 25 minutos en la oscuridad a 25°C
con agitacion ocasional. Bajo estas condiciones, se obtuve
de un 5 a un 10% de sobrevivencia para ambas cepas,

Las conidias de ambas suspensiones se concentraron por cen-

trifugacién y se lavaron dos veces con 20 ml de agua esté--

ril. Después de el tratamiento mutagénico, las conidias de

1a cepa aml32;inl se enriquecieron por incubacidn en 250 ml

de medio N de Vogel complementado con sacarosa al 1.5%, Es-

tas se incubaron por 60 horas a 37°C con agitacibén., Las -

conidias mutagenizadas de la cepa aml32 se enriquecieron ba

jo estas mismas condiciones. Sin embargo, en este caso, -

cada 12 horas se filtrd el cultivo a través de gasa para -

eliminar cualquier crecimiento miceliar. Cada 24 horas las

conidias restantes se transfirieronamedio fresco. Las = =
poblaciones enriquecidas de ambas cepas se concentraron por
centrifugacion, se lavaron con agua destilada estéril y se

resuspendieron en agua estéril.



Estas se platearon en cajas Petri con medio N de Vogel com-
plementado con 0.02% de glucosa, 0.02% de fructosa, 1% de -
sorbosa, 1.36 mM de dcido glutdmico y 25 mM de alanina y 2%
de agar, Para la cepa aml32in] se afiadié ademds inositol a
100 wg/ml. Las cajas se incubaron a 37°C hasta que apare--
cieron colonias (2 a 5 dias) y las colonias resultantes se
transfirieron a tubos de medio N suplementado con 1.5% de -
sacarosa, 1.36 mM de dcido gtutdamico, 25 mM de alanina y 2%
de agar,

Técnicas gendticas. Las cruzas se realizaron en Corn Meal

Agar 2 X (Difco Laboratories, Detroit, Mich.,). Las pruebas
en parche para auxotrofias, asi como los andlisis de proge-
nie y pruebas de tipo de apareamiento y fertilidad se realj
zaron de acuerdo a técnicas ya descritas (7). Las pruebas
de complementacidn se realizaron en tubos con 3 ml de medio
N 1iquido complementado con 1.5% de sacarosa. Estos tubos

se inocularon con conidias de las mutantes por probar (a -
105 conidias/ml de cada una) y se incubaron por 5 dfas a -
30°C. Todas las mutantes se transfirieron a un fondo gené-
tico comln por dos retrocruzas sucesivas con la cepa aml32.

Construccién de diploides parciales., Por técnicas ya des--.
critas {30, 33, 34) se construyeron cepas diploides para - -
'segmentos del brazo derecho del grupo de ligamiento II. -
E1 diploide parcial heterocigético (i.e. aml32;en(am)-2(C24)/
enfam)-2+) se obtuvo cruzando Ta cepa ami32;en(am)-2{C24) -
(tipo de apareamiento A) con la cepa T(II+1} NM177 (tipo de
apareamiento a). Se buscé entre la progenie un aislado de

fenotipo am, tipo de apareamiento a y estéril. Este se usd
como e) diploide parcial heterocigético, ET1 diploide par--
ctal homocigbtico proviene de una cruza de la cepa ami3Zz, -
tipo de apareamiento A con la cepa T(II+I)NM177, tipo de -
apareamiento a. Se buscé entre la progenie un aislado de -




fenotipo am, tipo de apareamiento a y estéril, el cual se =
utilizé como el diploide parcial homocigético. La nomencla
tura para los diploides parciales fue de acuerdo a Metzen--
berg et.al. (30).

Preparacidon de anticuerpos anti-GOGAT. Se purificé parcial
mente (150 veces) la GOGAT de la cepa aml32 a partir de --
cultivos crecidos en limitacion de amonio como se describid
previamente (3,18)con las siguientes modificaciones. E1 -
corte con sulfato de amonio se realizd entre 30% y 45% de -
saturacidn; se varid ademds las dimensiones de la columna -
de DEAE-Sephadex A-25 a 2.0 x 10.5 cm. La preparacién obte
nida fue usada como antigeno. Se inyectaron intramuscular-
mente conejos blancos Nueva Zetanda (1.5 kg) con 200 ug de
la protefna en adyuvante completo de Freund. A intervalos
de 12 dias, se dieron dos inyecciones de refuerzo con 100 -
ug de proteina en adyuvante incompleto de Freund, Diez --
dias después de la dGl1tima inyeccidn, se sangraron los cone-
jos por la vena de la oreja y se fraccioné el suero con sul
fato de amonio para obtener la fraccion total de gamma-glo-
bulinas. E1 precipitado final se disolvié en PBS, se diali
26 contra el mismo amortiguador y se almacend a -20°C.

Inmunoprecipitacidn directa de GOGAT. Se incubaron fraccio
nes de extracto conteniendo una cantidad constante de pro--
tefna total con varias cantidades de anticuerpo anti-GOGAT.

La incubacidn se realizd por 12 hrs., a 4°C en amortiguador

6 (fosfato de potasio 0.1 M, 25 mM de bisulfito de sodio, -
6 mM de 2-mercaptoetanol, pH7.6) conteniendo 1 mg de albd--
mina sérica bovina por ml., El volumen de reaccidn fue de -
0.15 m1. Después de la incubacidn, se centrifugaron las -
reacciones en un gradiente discontinuo de sacarosa (0.5 M a
1.0 M de sacarosa en amortiguador G con 1 mg de albimina --




sérica bovina por m1) a 7.5 Krpm por 30 minutos en el rotor
Sorvall HB-4. Se midié la actividad de GOGAT en alicuotas
de los sobrenadantes y las pastillas se procesaron para --
electroforesis en gelies de SDS como se describe a continua-
cidn.

Electroforesis. Los inmunoprecipitados se resuspendieron -
en Tris 0,1 M, pH6,8, 1% SDS y 1% de 2-mercaptoetanol y se
hirvieron en bafio marfa por 3 minutos. Las muestras se so-
metieron a electroforesis en geles de poliacrilamida en -~ °
placas con 7.5% de poliacrilamida y 0.1% de SDS, como 1o -
describe Laemmli (22). Los geles se tifieron con Azul de -
Coomassie R-250, Los marcadores de peso molecular provie--
nen de Sigma (Sigma chemical Co., St. Louis, Mo.). ’




RESULTADOS

Caracterizacibn fenotipica de auxftrofos de glutamate. Los
auxbtrofos de glutamato descritos en este trabajo se aisla-
ron como mutaciones en un segundo sitio que eliminan el --
crecimiento residual de l1a cepa aml3Z en exceso de amonio =~
(25 mM de nitrato de amonio), Se aislaron tres auxdtrofos
de glutamato de entre ca, 600 supervivientes al tratamiento
de mutagénesis y seleccifn descrito en Material y Métodos,
Dos de estos aux8trofos (a]e]os DR-1 y DR-2) provienen de -
la cepa aml32 mientras que el tercerp (alelo DR-3) proviene
de 1a cepa am132;inl, A diferencia de las cepas progenito-
ras, ninguno de estos auxbtrofos es capaz de crecer en ni--
trato de amonio como fuente de nitrbgeno, Todos estos auxd
trofos fueron capaces de crecer cuando se agregb glutamato,
alantna 6 glutamato mds amonio al medio de crecimiento, ~-
Estas caracter{sticas fenot{picas coinciden con las descri-
tas para la cepa aml32jen(am)-2(C24),

Se midieron las actiyidades especfficas de GOGAT en es-
tas mutantes y se compararon con la aétividad de la cepa -
aml32 en cultivos crecidos por 24 h, a 25°C en glutamato -
0.5 mM como dnica fuente de nitrdégeno. Estas condiciones =
de cultivo permiten una induccion media de la actividad de
GOGAT. Todas las mutantes obtenidas (tabla 1) mostraron -
menos del 10% de la actividad de GOGAT encontrada en células
de aml32. Como se describié previamente (12,18),)a cepa mu--
tante am132;en(am)-2(C24) carece de actividad detectable de
GOGAT, Extractos de estas mutantes no inhiben ni incremen-
tan la actividad de extractos silvestres (datos no mostra--

dos).




Andlisis genético de aux6trofos de glutamato. Todas las -
mutantes obtenidas se cruzaron con la cepa aml32. Entre -
los productos de estas cruzas, aproximadamente el 50% de -
las clonas crecieron escasamente en amonio (i.e. clase mu--
tante am) mientras que aproximadamente el 50% fueron auxd6--
trofos totales de glutamato (i.e. clase mutante engaml;am).
Por tanto, las mutaciones responsables de la auxotrofia « -
total'por glutamato se comportan como factores mendelianos
sencillos., Cruzas de las tres mutantes con la cepa silves-
tre 74-A produjeron tres clases fenotfpicas: 25% de mutan-
tes am, 25% de mutantes en(am);am y 50% de clonas tipo sil-
vestre. Se han reportado segregaciones de este tipo en - -
cruzas de 1a cepa aml:en(am)-2(C24) con la cepa silvestre -
74-A (18). Estos resultados sugieren que en un fondo gené-
tico silvestre, las mutaciones que confieren un requerimien
to total por glutamato son cripticas en exceso de amonio,
esto es, permiten crecimiento en medio minimo el cual coin-
cide con el c¢recimiento de la cepa silvestre 74-A,

Para determinar el ligamiento entre las mutaciones res-
ponsables del requerimiento total por glutamato, se realiza
ron cruzas de las tres mutantes aisiadas en este trabajo -
entre s y con 1a cepa mutante ami32;en(am)-2(C24) en todas
las combinaciones posibles, Para todas las cruzas, en - -
5 x 10* ascosporas viables sometidas a seleccion para la -
capacidad de crecer en medio minimo con nitrato de amonio,
no se detectaron colonias vecombinantes, Estos datos sugie
ren que todas las :mutaciones estdn afectando el mismo gene,
el cual se ha denominado previamente como en{am)-2),

Posteriormente, se realizé un andlisis de complementa--

cién., Se encontrd que la mutante en{am)-2(C24), asf como -
las mutantes aisladas en este trabajo, son recesivas frente

al alelo silvestre en heterocariones forzados. Heteroca---



riones conteniendo niicleos de cualquiera de las cepas - =
aml32;en(am)-2 asi como de una cepa que 1leva el alelo sil-
vestre de en(am)-2 (como aml32;ad-8) fueron capaces de ¢re-
cer en nitrato de amonio como unica fuente de nitrdgeno, -
Por otro lado, heterocariones obtenidos mezcTando las mutan
tes en todas las combinaciones apareadas, fueron incapaces
de crecer en medios con nitrato de amonio como dnica fuente
de nitrdgeno. Este andlisis de complementacidn demuestra -
que todas las mutantes pertenecen a un solo grupo de comple
mentacion y son por tanto alelos de la mutacion en(am)-2(C24)
aislada previamente.

Mapeo del locus en(am)-2 por cobertura en duplicaciones.
Para la identificacién de en(am)-2 como el gene estructural
para la GOGAT de N. crassa un énfoque valioso es el estudiar
el efecto de la dosis génica de en(am)-2 sobre la actividad
de GOGAT. En N. crassa, pueden hacerse modificaciones en -
el nimero de genes mediante el uso de translocaciones inser
cionales (30,33,34). E1 cruzamiento de una cepa con tal rea-
rreglo con una cepa silvestre produce una duplicacién de la
regién cubierta por la translocacibn en un tercio de la --
progenie viable (33, 34). La progenie con la duplicacién -
parcial puede ser ficilmente identificada por su incapaci--
dad para producir ascosporas en cruzas, el cual es un feno-
tipo cominmente asociado con duplicaciones parciales en N.
crassa (33, 34).

No se han descrito hasta el momento translocaciones --
insercionales que lleven engam)-z+ en el segmento transpues
to, Sin embargo, Perkins (34) y Metzenberg et.al. (30) han
estudiado una translocacidn insercional (T(II+I) NM177) 1la

cual cubre la regién donde en(am}-2 ha sido localizado pre-
viamente, En esta cepa, un segmento intersticial de el gru-

po de ligamiento Il se encuentra insertado en el grupo de -




ligamiento I, cerca de el locus para tipo de apareamiento.
Con el propdsito de determinar si el locus en(am)-2+ se en-
cuentra localizado en el segmento transpuesto de esta cepa,
en(am)-2 se localizé por el método de cobertura en duplica-
ciones (33, 34).

E1 principio de esta clase de mapeo se muestra en la -
Fig. 1. El cruzamiento de una cepa con secuencia normal la
cual porta un alelo mutante recesivo de en{am)-2 (i.e. - =
aml32;en(am)-2(C24), tipo de apareamiento A) con la cepa -~
que porta la translocacidn (T{II-I)NM177, tipo de aparea--
miento a) daria diferentes resultados si el locus en(amg-z+
estd o no contenido en el segmento transpuesto. Si el - -
locus engam[-z+ se encuentra en el segmento transpuesto, -
dos tercios de la progenie viable deberian mostrar un feno-
tipo en(am)-2+. mientras que un tercio serfa de fenotipo -
en(am)-2. Mé&s adn, la mayorfa de la clase mutante en(am)-2
deberfa de ser de tipo de apareamiento A y fértiles, mien--
tras que la clase en(am)-z+ deberia de ser de tipo de apa--
reamiento a y la mitad de ellas incapaces de producir ascos
poras en cruzas. En contraste, si el locus en(am)-2* no se
encuentra en el segmento transpuesto, un tercio de la pro-
genie seria de fenotipo en(am)-2+, tipo de apareamiento a y
fértiles, mientras que dos tercios de la progenie mostra--
rfan un fenotipo en(am)-2. Ademds, la mitad de la clase -
mutante en{am)-2 seria de tipo apareamiento A y fértiles y
la mitad serfa de tipo de apareamiento a e incapaces de pro
ducir ascosporas en cruzas,

En la tabla 2 se muestran Jos resultades de una cruza -
del tipo descrito anteriormente, Para su anflisis, solamen
te se considerard la progenie que heredd el alelo aml32, -
debido a que en un fondo genético silvestre una mutacidn en
en(am)-2 es criptica (ver la seccidn anterior)., Como puede



verse en la tabla 2, las relaciones fehotipicas'en(am)-Z+ -
vs, en{am)-2 ajustan a una reltacidn 2:1, indicando que el -
locus en{am)-Z+ se encuentra en el segmento transpuesto de
1a cepa T(II-I)NM177. Los resultados de las pruebas de ti-
po de apareamiento y fertilidad estan también cerca de lo -
esperado, aportando apoyo adicional para esta conclusidn.

Efecto de la dosis génica de en(am)-Z+ sobre crecimiento y
actividad de GOGAT. Habiendo demostrado que en(am)-Z+ se -
encuentra en el segmento transpuesto de la cepa T(II-+1)NM177,
se construyeron dos cepas con duplicaciones parciales {ver
Material y Métodos) 1levando uno o. dos alelos en(am)-2 sil
vestres, Estas cepas se construyeron en un fondo genético
aml32. fstos diploides parciales se crecieron en medio --
minimo con nitrato de amonio como Unica fuente de nitrdge-
. no y se midié la actividad especifica de GOGAT en extractos
1ibres de células. Como se muestra en la tabla 3, se encon
tré una ligera diferencia entre las actividades de GOGAT de
la cepa haploide aml32 y las de el diploide parcial hetero-
cigético (compare Ya 1inea 1 con la 2 en la tabla 3). Sin
embargo, cuando el diploide parcial 1leva dos copias de ==
engaml-2+. la actividad espec{fica de GOGAT fue un 50% ma--
yor que la encontrada en el diploide parcial heterocigbtico
(Yineas 2 y 3, tabla 3). Por lo tanto, el gene engam[-2+ -
muestra un efecto de dosis génica sobre la actividad especf
fica de GOGAT.

Las diferencias encontradas en la actividad eépecifica
de GOGAT en los diploides parciales tienen una clara influ-
encia sobre la velocidad de crecimiento de estas cepas en -
medioc minimo con nitrato de amonio como dnica fuente de ni-
tr6geno. Depués de una fase lag de 8 horas, las cepas - -
aml32, am132;en(am)-2(C24)/en(am)-2" y ami32;en(am)-2%/ --
engam[-z+ crecieron con tiempos de duplicacién de 7, 9 y 4




horas, respectivamente. Por lo tanto, existe una relacién
inversa entre los niveles de actividad de GOGAT y el tiempo
de duplicacidn.

Material que cruza con anticuerpos en extractos mutantes. -
Se utilizd una preparacidn de GOGAT purificada parcialmente
(150 veces) para inducir anticuerpos anti-GQOGAT en conejos.
Esta preparacidon de anticuerpos neutraliza la actividad de
GOGAT en extractos libres de células de la cepa aml32 (Fig.
2).

Para detectar la presencia de material que cruce con -
anticuerpos (cross-reacting material o CRM) en extractes de
cepas mutantes se utilizo una técnica basada en el desplaza
miento de curvas de inmunoprecipitacién. Brevemente, el -
anticuerpo se pretrata con extractos provenientes de células
mutantes, incubdndose a 4°C el tiempo suficiente para permi
tir la formacidn de complejos anticuerpo-antigeno (si es -
que este Gltimo existe). Estos complejos se eliminan por -
centrifugacion y el anticuerpo restante en el sobrenadante
se utiliza para titular 1a actividad de GOGAT de un extrac-
to libre de células de 1a cepa aml32.

Si el extracto de la mutante por analizar carece de CRM,
no se eliminard anticuerpo durante el pretratamiento, por -
1o que la calidad de anticuerpo en las preparaciones de - -
anticuerpo pretratadas y sin pretratar serd idéntica. Por
tanto, al titular la actividad GOGAT de la cepa aml32 se -
obtendrdn curvas idénticas, independientemente de la prepa-
racion de anticuerpo utilizade. Por otro lado, si el ex=-=--
tracto de la mutante por analizar tiene CRM, se eliminard -
anticuerpo durante el pretratamiento, por lo que 1la canti--
dad de anticuerpo en la preparacién pretratada serd menor -
que en la preparacidn sin pretratar., En este caso, al titular



la actividad de GOGATdelacepa aml32 con la preparacibn pre-
tratada se obtendrd una menor precipitacidn de actividad en
enzimdtica en comparacidn a la precipitacidén obtenida con -
la preparacidn sin pretratar. E1 grado de desplazamiento -
de la curva proporciona una medida indirecta de la cantidad
de CRM presente en el extracto de la cepa mutante,

En Ta Fig. 2 se muestran los resultados de un experimen
to simitar al descrito. La curva 1 (Fig, 2) muestra la --
inactivacién de la actividad de GOGAT de Ta cepa aml32 a di
ferentes concentraciones de anticuerpo sin pretratar, Por
otro lado, si se pretrata el anticuerpo con 1 mg de protef-
na total de extractos de la cepa aml32;en(am}-2(C24} y lue-
go se titula la actividad de GOGAT de la cepa aml32 se ob--
tiene un ligero desplazamiento en el perfi) de neutraliza--
cién (Fig. 2, curva 2), Por dltimo, la cepa aml32;en(am)-2
(DR-2) posee suficiente CRM en 1 mg de proteina total como
para desplazar fuertemente el perfil} de neutfalizacién, de
tal manera que la actividad de GOGAT de la cepa am132 sola-
mente se neutraliza un 30% a 1a mayor concentracibn de anti
cuerpo probada (Fig, 2, curva 3}, ' '

En conc1usidn. estos datos muestran claramente Ja pre--
sencia de antigenos enzim#ticamente inactivos en ambas mu--
tantes, aunquea diferentes niveles,

Anflisis del polipéptido de GOGAT en cepas mutantes. Con -
el propdsito de encontrar diferencias estructurales entre el
polipéptido de GOGAT de las mutantes en{an)r2 y el de la -
cepa aml132, se inmunoprecipitaron los polipéptides respecti
vos y se analizaron por electroforesis en,géles de poliacri
lamida con SDS. '




Se ha descrito que la GOGAT de N, crassa estd compuesta
por un solo polipéptido con un peso molecular de 200 000 -
(18). Como se ve en la Fig. 3 (carril a) el anticuerpo pre
cipita un poiipéptido de 200 000 de peso molecular a partir
de extractos libres de células de la cepa aml32. Algunas -
mutantes que afectan en(am)-2 (alelos DR-1 y DR-2, Fig. 3 -
carriles ¢ y d) muestran también el polipéptido de 200 000
de peso molecular, correspondiente a GOGAT. Por tanto, es-
to indica que el CRM detectado en la cepa aml32;en(am)-2 -
(DR-2) por el ensayo mostrado en la Fig. 2 (curva 3) es un
polipéptide del mismo peso molecular que la GOGAT de la - -
cepa silvestre. Ademds, ambas cepas presentan una banda -
tenue de 180 000 de peso molecular, la cual no se encuentra
en extractos celulares de la cepa aml32 y que podrfa tener
relacion con el polipéptido para GOGAT.

Los alelos restantes de en(am)-2, C24 y DR-3 no mues---
" tran el polipéptido de 200 000 de peso molecular ni polipép
tidos de peso molecular menor. Sin embargo, al menos en la
cepa aml32;en(am)-2(C24) se han detectado niveles bajos de
CRM por procedimientos inmunoquimicos (Fig. 2, curva 2)., =
Las posibles razones para esta discrepancia se analizan en
1a seccifn de Discusidn. A




ALGUNOS RESULTADOS ADICIONALES

La mutacidn en{am)-2(C24) no confiere un fenotipo Asm .- Se

ha descrito que cepas de Klebsiella aerogenes, K. pneumoniae,
Salmonella typhimurium y Escherichia coli alteradas en la -

formacion de GOGAT presentan fenotipos distintivos. Estos -
fenotipos son la incapacidad de crecer en condiciones de 11-
mitacion de amonio asi como la incapacidad de crecer en di--
versos aminodcidos como lUnica fuente de nitrdgeno. Este --
i1timo fenotipo se ha denominado Asm~. En comin, la mutante
en(am)-2(C24) es incapaz de crecer en limitacion de amonio.

Sin embargo, no se sabe si esta mutacidn confiere un fenoti-
po Asm~. Dada la carencia de datos acerca de los diferentes
fenotipos que confiere la pérdida de GOGAT en eucariotes sen
cillos, nos parecid importante analizar si la mutacién - =

en(am)-2(C24) confiere un fenotipo Asm™.

Para tal fin, se inocularon cultivos estacionarios conte--
niendo diferentes aminodcidos como Gnica fuente de nitrdgenc
con la cepa silvestre 74-A o con la cepa mutante en(am)-2 --

C24), Estos cultivos se incubaron 72 hrs a 30°C sin agita-
cién. Ocasionalmente se agitaron los cultivos para impedir
la formacién de micelio aéreo. Concluida la incubacidn, se
retuperé el micelio resultante y se determiné la concentra--

"¢idn de protefna en el cultivo, como una manera semicuantita
tiva de determinar el grado de crecimiento, En la Tdbla4 se
presentan los datos de un experimento de este tipo. Arbitra
riamente, definimos una diferencia significativa como aque--
11a en la que la concentracién de protefna varfe en més de -
un 20%, En este experimento, ademds de incluir seis sustra-
tos Asm(Ala, Arg, His, Met, Pro y Ser) se incluyeron 5 més -
de los cuales no se sabe si son sustratos Asm (Ile, Leu, Phe,
Thr y Val).



Como se ve en la Tabla 4, la cepa en(am)-2(C24} fue - -
capaz de crecer en todos los sustrato probados de manera si
milar a como lo hace la cepa silvestre. Sin embargo, es =
interesante hacer notar el que existen dos sustratos en los
cuales la mutante enfam)-2(C24) presenta un comportamiento
anémalo. Para el caso de His, la cepa en(am)-2(C24) alcanza
solamente la mitad del crecimiento obtenido por la cepa - -
silvestre, mientras que el Ile la cepa en(am)-2(C24) crece
tres veces mas que la cepa silvestre (Tabla 4). Hasta el -
momento, desconocemos la razdn de estas diferencias, pero -
podria estar relacionado a diferencias no identificadas en
el fondo genético de ambas cepas. Sin embargo, el creci---
miento que presenta la cepa en{am)-2(C24) en todos los sus-
tratos Asm, nos 1leva a concluir que esta mutacifn, a dife-
rencia de en los organismos procariotes, no confiere un fe-
notipo Asm . '

Inhibicidn in yitre de la actividad de GOGAT por L-metionina
sulfona (MSF).- Para el andlisis genétice de un paso metabd-
lico, un enfoque interesante consiste en el aislamiento de -
mutantes resistentes a inhibidores especificos de este paso.
Dentro de las posibles alteraciones por obtener, algunas in-
teresantes serfan aquellas en las gque se produjera una enzi-
ma alterada la cual fuera ahora resistente al inhibidor ¢ -
mutaciones en reguladores o zonas regulatorias que conduje=-
ran a la sobreproduccién de la enzima normal. La aplicacidn
de este enfoque para el andlisis genético de GOGAT ha sido -
obstaculizada por la falta de inhibidores especificos de - -
ella. El inhibidor cominmente utilizado, azaserina, presen=
ta como principal inconveniente el ser un inhibidor general
de amidotransferasas.

Sin embargo, existen otros inhibidores. E1 grupo de - =
Brenchley ha reportado la inhibicién de la actividad de 1a -
GOGAT de K. aerogenes (4) con el andlogo de glutamina - - -
L-metionina sulfona,



Si bien este inhibidor es capaz de inhibir a la glutamino -
sintetasa, se requiere una concentracién de MSF mayor que -
1a necesaria para inhibir totalmente la GOGAT. Por otro -
lado, MSF es active como inhibidor de Tla GOGAT de Sacharo-
myces cerevisiae. En este caso, MSF actda como un inhibidor
competitivo con respecto a la glutamina de la GOGAT de esta
levadura, de tal manera que mientras la Km por Gln es del -
orden de 300 uM, la Ki por MSF es de 5 uM (28).

En vista de estos antecedentes, decidimos probar la --
efectividad de MSF como inhibidor de la GOGAT de N, crassa,
Para tal fin, se obtuvieron extractos de la cepa aml32 cre-
cida en limitacion de amonio y se determind la susceptibili
dad de la actividad de GOGAT a inhibicién in vitro por MSF,
Como se vé en la Fig. 4, la actividad de GOGAT se inhibe -
totalmente por la adicidn de MSF a una concentracidn de 0.2
mM. La actividad de glutamino sintetasa (medida por el en-
sayo de sintetasa) es insensible a inhibicidon alin a 1 mM de
MSF. Dado que se ha reportadc que MSF no inhibe a GDH (4 )
pensamos que contamos con un inhibidor especifico de 1a ac-
tividad de GOGAT,

Inhibicidn del crecimiento de la cepa aml32 con MSF.~- Habien
do determinado que MSF es capaz de inhibir in vitro 1a acti-
vidad de GOGAT, se decidid analizar la capacidad de MSF para
inhibir el crecimiento de cepas que sintetizan glutamato so-
lamente a través de la via GS-GOGAT, En la tabla 5 se presen
ta la sensibilidad a MSF de diversas cepas, Mientras que la
cepa silvestre es resistente a las concentraciones probadas

de MSF, una cepa carente de GDH (aml32) es hipersensible a .-
este inhibidor, siendo inhibido su crecimiento a 0.5 mM de -
MSF. La hipersensibilidad a MSF de Ta cepa aml32 puede contra
restarse por la adicion de glutamato al medio de cultivo, lo




cual es consistente con un bloqueo de la via GS-GOGAT.

Una posibilidad para explicar la hipersensibilidad a -
MSF de 1a cepa aml32 seria que MSF inhibiera in vivo la ac-
tividad de GOGAT, Esta hipftesis predice que cepas que --
hiperprodujeran GOGAT en un fondo genético aml32 serian re-
sistentes a los efectos de MSF, mientras que cepas que pro-
dujeron niveles normales de GOGAT serian sensibles a este -
inhibidor. La confirmacidn experimental de esta prediccidn
se logré a través del andlisis de los niveles de resisten--
cia de diploides parciales en un fondo genético aml32. Co-
mo se describid en la tabla 3 y en la seccidn correspondien
te, la cepa am132;en(am)-2(024)/en(am)-2+ sintetiza GOGAT -
de manera similar a la cepa amd32, mientras que la cepz ~--
am132;en(am)-2*/en(am)-2" produce mds GOGAT (50% mds que la
cepa am132;en(am)-2(c24)/en(am)-2%). A1 analizar los nive-
les de resistencia a MSF de estas cepas (tabla 5) se obser-
vo que la cepa amlsgien(am)-2(C24)/en(am)—2+ es hipersensi-
ble a inhibicidn por MSF mientras que la cepa aml32;en(am)-
2+/en§am2-2+ es parcialmente resistente a una concentracién
de MSF (0.5 mM) la cual inhibe totalmente el crecimiento de
la cepa aml32, Estos datos satisfacen la prediccidn previa
mente planteada.

Por tanto, concluimos que la razdn de la hipersensibili
dad de la cepa aml32 a MSF es debida a la inhibicidn in_vivo
de la actividad de GOGAT, Sin embargo, no podemos excluir
hasta e] momento el que ademd¢ de la inhibicidn in_vivo de -
GOGAT, exista inhibicién in vivo de GS, ‘



DISCUSION

En este trabajo se describe el aislamiento y caracteri-
zacidn de tres nuevas mutantes de N, crassa las cuales care
cen de actividad de GOGAT. Los datos de mapeo y complemen-
tacidn presentados en este trabajo indican que estas muta--
ciones son alélicas entre si y que estin afectando el locus
en(am)-2 previamente descrito (12, 18).Todas estas mutaciones
fueron recesivas frente a el alelo silvestre en heterocario
nes forzados y para el caso de la mutacién en(am)-2(C24)}, -
alin en diploides parciales, '

La pérdida de actividad de GOGAT en estas mutantes po--
drfa ser explicada en el contexto de diferentes hipftesis,

las cuales se plantean a continuacién,

1). Mutaciones en el gene estructural para GOGAT.

2). Mutaciones en loci encargados de la requlacién - -
transcripcional de GOGAT, Ejemplos de este tipo de
mutaciones serfan la pérdida de un activador o l1a -
creacion de un superrepresor,

3). Mutaciones en una enzima procesadora post-traduccio-
nal., En una modalidad, esta hipotética enzima pro-
cesadora serfa la encargada de procesar un precur--
sor de GOGAT a la forma enzimdticamente activa. La
pérdida de este procesador conducirfa a la pérdida
de actividad de GOGAT. En una segunda alternativa,
1a enzima procesadora formaria parte de un sistema
en el cual la GOGAT procesada serfa enzimiticamente
inactiva. En este caso, la sobreproduccibn de un -
procesador con efectos negativos conducirfa a la -
pérdida de actividad de GOGAT.




De una manera primaria, algunas de estas hipdtesis « -
podrian descartarse considerando el comportamiento en com--
plementacion de las mutantes aisladas. S$i las mutaciones -
estuvieran provocando la pérdida de actividad de GOGAT por
crear un superrepresor o por la sobreproduccidn de un proce
sador con efectos regativos, se esperaria que las mutacio--
nes fueran dominantes frente a el alelo silvestre. Contra-
rio a esta expectativa, todas las mutantes fueron recesivas
frente a el alelo silvestre, Estos datos, si bien hacen -
improbables hipdtesis como la creacidn de un superrepresor
o la sobreproduccion de un procesador negativo, no pueden =
distinguir entre hipdotesis que postulan mutacién en el gene
estructural o mutacidn de un activador o mutacién en un - -
procesador positivo, ya que cualquiera de estas serfa rece-
siva frente a el alelo silvestre,

Sin embargo, la decisidn entre estas alternativas puede
alcanzarse por dos Iineas de evidencia. La primera de - -
ellas es que en(am)-2 muestra un efecto de dosis génica so-
bre la actividad de GOGAT. Una cepa que porta dos copias -
génicas engam]-z+ posee niveles de GOGAT superiores en un -
50% a los encontrados en el diploide heterocigético. Dade
que la duplicacion del gene engam)-Z+ no genera una duplica
cion de la actividad de GOGAT, no podemos excluir la presen
cia de factores, como compensacidén metabdlica, los cuales -
limiten la actividad de GOGAT. Sin embargo, esto no exclu-
ye la existencia de dosis génica, ya que se han reportado -
incrementos similares a Jos encontrados en este trabajo pa-
ra loci de levadura (19) y Drosophila (11) donde existe - -
dosis génica. Generalmente se encuentra una relacidon direc=
ta entre dosis génica y la actividad enzimdtica correspon--
diente para el caso de genes estructurales, como en los loci
génicos de levaduras para fosfatasa alcalina (19), adenila-
to ciclasa (29) vy proteinasa B {(45). En contraste, no se -



ha encontrado un efecto de dosis génica para el caso de ge-
nes requladores positivos, como GAL4 (21) y PHO9 (19) en -
levadura.

El hallazgo de un efecto de dosis génica de en(am)-2 -
sobre 1a actividad de GOGAT es un dato que favorece el que
en(am)-2 sea el gene estructural para GOGAT, a la vez que -
hace improbables otras hipGtesis como la de un activador o
un procesador positivo. '

La sequnda linea de evidencia que indica que en{am)-2 -
es el gene estructural para GOGAT, es el hallazgo de altos
niveles de material que cruza con anticuerpos (CRM) en algu
nas cepas mutantes, Como puede verse en la Fig, 2, 1a cepa
mutante aml32;en(am)-2(DR-2) presenta cantidades altas de -
CRM, mientras que la cepa mutante aml32;en{am)-2(C24) pre--
senta bajos niveles de CRM. Sin embargo, ambas cepas mutan
tes carecen de actividad enzimdtica de GOGAT.

E1 peso molecular de el polipéptido para GOGAT en al -
menos dos de las mutantes en{am)-2 (DR-1 y DR-2, Fig, 3} es
similar al de la enzima silvestre, Esta es evidencia adi--
cional para la presencia de proteina enzimdticamente inacti
va en estas cepas. Creemos que la banda tenue de un peso =
molecular de 180 K en ambas cepas mutantes podria deberse a
degradacidn proteolfitica de protefnas mutantes de 200 K, - -
como se ha reportado para el caso de proteinas mutantes de
E. coli (44) o aln protefnas silvestres de N, crassa (16).
Esto podrfa explicar también nuestra incapacidad para visua
lizar un polipéptido mutante en la cepa aml32;en(am)-2(C24),
a pesar de su deteccibn por procedimientos inmunoquimicos -
(Fig. 2, curva 2),




La existencia de CRM concomitante con una baja o nula -
actividad enzimatica es un.criterio comiin que suele indicar
una mutacidn estructural (14, 24, 37). Si estas mutaciones
estuvieran afectando un activador transcripcional, todas -
las mutantes deberian carecer de CRM, el cual no es el caso.
Por otro lado, si el afectado fuera un procesador positivo,
todas las mutantes deberian presentar niveles similares de
CRM, el cual no es el caso. Por tanto, nuestros resulta--
dos indican que las mutaciones descritas en este trabajo -
estdn localizadas muy probablemente dentro del gene estruc-
tural para GOGAT. Es importante hacer notar que esta es la
primera demostracidén sobre la naturaleza estructural de mu-
taciones que afectan la actividad de GOGAT en cualquier - -
eucariote.

Una pregunta que surge en este momento es el por qué -~
todas las mutantes aisladas estdan afectando el gene estruc-
tural y no genes regulatorios. Una posibilidad es que la -
extensidn de esta blscueda sea aln incompleta y que la fal-
ta de mutantes regulatorias sea un reflejo de esta circuns-
tancia. Una segunda posibilidad es que el hipotético requ-
lador para GOGAT lo sea también de otras funciones vitales
para el crecimiento celular, formando una red regulatoria.
Por tanto, una mutacidn que afectara este regulador para -
evitar 1a actividad de GOGAT afectarfa otras funciones al -
mismo tiempo. Una posible manera de seleccionar mutantes -
regulatorias podrfa consistir en el aislamiento de mutantes
resistentes a L-metionina sulfona (MSF) en un fondo genéti-
co aml32.

Como se muestra en este trabajo, una probable causa - -
de 1a hipersensibilidad de mutantes am hacia MSF es por - -
inhibicién de la actividad de GOGAT. Si bien una seleccién
de mutantes MSF" podria conducir al aislamiento de nuevas -



mutantes estructurales (por una mutacidn que disminuya la -
afinidad por MSF o por dub1icac16n) asi como de transporte,
también podria conducir a la sobreproduccidn de la activi--
dad de GOGAT, uno de los fenotipos concebibles para muta---
cion en un gene requlatorio. Si la hipdtesis de la red re-
gulatoria es correcta, esto provocaria la sobreproduccion -
de otras actividades al igual que la GOGAT. Ciertamente, -
esto podria ser una situacién metab6licamente problemdtica,
pero decididamente lo serd menos que la pérdida de todas -
las actividades de esta hipotética red regulatoria.

E1 andlisis genético y molecular de la GOGAT de No = =
crassa se encuentra aln en sus comienzos. Algunos puntos -
de relevancia para la investigacidon futura en esta drea se-

rdn:

a) La determinacidon del nivel de regulacidn bajo el -
cual se controla GOGAT;

b) el aislamiento y caracterizacidén de mutaciones en -
genes regulatorios; ’

¢) la clonacidn y andlisic del gene estructural para -
GOGAT.

Es de esperarse que los resultados de este trabajo, asf
como las mutantes y anticuerpos derivados de &1, contribu--
yan a este esfuerzo. '



Tabla 1.- Actividad especifica de GOGAT en auxétrofos de

glutamato.
Genotipo Actividad especifica, GOGAT?
am132 : 11.25 + 1,05
aml32;en{am)-2(C24) <1,05
am132;0R-1 <1.05
aml132;0R-2 <1,05
ami132;0R-3 <1,05

8.a actividad especifica de GOGAT se determiné después de
24 h. de crecimiento a 25°C en 0.5 mM de glutamato como
inica fuente de nitrdgeno, La actividad especifica - -
(medfa t SD para determinaciones en duplicado) se expre-
sa como nM.de NADH oxidado. min™', mg de protefna en el
extracto™! a 25°C,



Tabla 2.- Localizacidn de en(amZ-Z+ en el segmento translocade
de la cepa T(Il-1)NM177,

Cruza . Progenie
Silvestre am am,en{am)

T(II-IINML77,M. t.2

am132;en(am)-2(C24)M.t. A 69 622 32b

2 a mayor parte de los aislados en esta categoria (58/62) fueron
de tipo de apareamiento (M.t.) a. Dentro de estos aislados se
encontrd tanto progenie fértil (36/62) como incapaz de producir
ascosporas en cruzas (26/62). '

pLa mayoria de los aislados en esta clase fueron M,t. A (24/32)
y todos ellos fértiles,
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Tabla 3.- Efecto de la dosis génica de engémz-Z+ sobre 1la
actividad especifica de GOGAT.

Cepa control y a Dosis génica Actividad espe-
diploides parciales®. de en(am)-2* cifica de GOGAT
am132 1 23,3 t 1,13
am132;en(am}-2(C24)/en (am)-2" 1 19.7 + 0.79
am132;en(am)-2+/en(am)-2+ 2 30.38+ 1.58

3 La segunda y tercera cepas son diploides parciales que 1levan
una duplicacidn de la regidén en(am)-2 en el grupo de ligamien
to II; 1a primera cepa es euploide y tiene una secuencia génica

normal,

b La actividad especifica de GOGAT se determino después de 24 h,
de crecimiento a 25°C en 25 mM nitrato de amonio como Gnica
fuente de nitrbégeno. La actividad especifica se expresd como
nM de NADH oxidado . min™® . mg de proteina en extracto™! a

25°cC.

e



Tabla 4.- Pruebas de crecimiento de 74-A y en{am)-2 en dife
rentes fuentes de nitrdgeno.*

Medio** Tiempo mg de proteina/ml de cultivo
(hrs.) 74-A en{am)-2
SN 0 6.48 4.62
SN 72 5.5 ) 3.7
SNAla 72 551.8 508.49
SNArg - 72 830.1 875.4
SNHis 72 118.5 658.3
SNIle 72 78.4 247,05
SNLeu 72 429.2 402.8
SNLys 12 15.6 39,2
SNMet 72 554.7 515.09
SNPhe 72 277.3 270,7
SNPro 72 . 332.5 261.7
SNSer 72 58,3 77.7
SNThr 72 ©162.9 159.2
SNTrp 72 4,2 14,1
Shval 72 104.7 79.2

* Se 1lev6 a cabo en cultivos estacionarios (20 m1) a 30°C,
por 72 hrs. (Slants Vogel). Al cabo de este tiempo se -
£i1trd todo el cultivo y se determind protefna.

** En todosllos casos se agregd el volumen apropiado del --
aminodcido (esterilizado por filtracifn) a una concentra-
cidn final de 0.2%. '



Tabla $.- Efecto de L-metionina sulfona sobre el crecimiento de cepas de N. crassa. -

Ensayos en caja.

Cepas Vogel Vogel+0.2mM MSF  Vogel+0.5mM MSF  Vogel
74-A + + +

aml132 + +/- -

am132;en (am)-2{C24)/en(am)-2" + +/- -
am132;en(am)-2+/en(am)-2+ + + +/-

Temperatura: 30°C. Tiempo de registro: 48 hrs. NP=No probado.

GluSmM MSFO.5mM -

NP
NP
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Fig. l.-Generacién de diploides parciales durante meiosis de una cruza de una cepa
con secuencia normal por una translocacidn insercional.En la Gltima,un seg -
mento pequefio del brazo derecho del grupo de ligamiento (GL) II (lfnea gruesa)
se encuentra ahora en el brazo derecho de GL I (linea delgada).Por segre-~
gacién independiente en ausencia de entrecruzamiento,se obtiene progenie
con una duplicacién parcial del tipo mostrado dentro de la lfnea interrum-
pida.Por sencillez,solo se muestra una cromitida de cada par.M.t.,tipo de
apareamiento; ® ,centrémero.




% de actividad en el

sobrenadante.
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Fig.2,- Titulacifn de anti-GOGAT en mutantes y en la
cepa silvestre. A cada tubo,se afiadieron cantidades

- variables de anti-GOGAT y un mg de proteina de un ex-
tracto libre de células de amjpqs:ien{am)-2(C24), (cur-
-va 2) o de am;azien(am)i21DR- {curva3) .Los tubos
se incubaron por a y se centrifugaron.Poste-
riormente se afiadi8 un mg de protefna de un extrac-
to libre de célulzs de la cepa am 3.,a1 sobrenadan-
te de cada tubo. Despu&s de 5 h a 2 Cise determind

la actividad de GOGAT en los sobrenadantes. Se muestra
también la titulacién de la actividad de GOGAT en un
mg de proteina de la cepa ampjip.({curvall).
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7 Fig.3.= Electroforesis en. gel de poliacrilamida en presenci
de SDS de la GOGAT inmunoprecipitada de cepas mutantes y de
"la cepa silvestre, Para cada cepa se inmunoprecipitaron 0.5
mg de proteina de extractos,como se describié en Material y:( i
Métodos. Los inmunoprecipitados se sometieron a electrofore=-

-8ls y se tifleron con Azul brillante de Ccomassie. {A)amj3s,

" (B)am en (am)-2(C24), (C)amyqo7en(am)-2 (DR-1), (D) amyzas - .
‘en (am)~Z (DR~-2) , (E am;;i;eniami-ZIDR-ﬁi. En la parte derecha
de Ia Figura se indica la posicidn de los marcadores de peso -

mélecular. La banda en 66K de peso molecular es albdmina sérica

bovina,la cual se utiliz6 como marcador interno de peso molecu-

lar., N




EFECTO DE LA ADICION DE L-METIONINA SULFONA
SOBRE LA ACTIVIDAD IN VITRO DE GOGAT Y GS.
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