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INTROOUCCION 

Saccnaromyces cerev1s1ae es un hongo ascomiceto que es ut1 !izado 

como modelo de estudio en una gran variedad de areas de la 

b1ologta, como son la genet1ca, la f1s1otogta y ta biologla 

molecular, por su fac11 man1pulac16n experimental. 

Et 1nteres en el estudio de este hongo en particular, se deb10, 

en un pr1nc1pio, a su capacidad de fermentar y producir alcohol. 

En tos inicios de este siglo se observo que un extracto libre de 

cetutas proveniente de este hongo, podta llevar a cabo la 

fermentacion alcohol 1ca; el fraccionamiento posterior del 

extracto permit10 la ídent1ficací6n de tas enzimas índív1duates 

involucradas, de sus coenzimas especlficás , tos sustratos y 

productos de et las. 

Para ta sobrev1vencia de ta levadura, esta debe de elaborar un 

gran numero de substancias como to son constituyentes 

estructurales, los medios para la producc1on de energla y la 

reproducc1on, por esto.~I nitrogeno es un elemento fundamental 

para los seres vivos ya que lo requieren para sintetizar 

son las protelnas y tos ac1ctos 



nucleicos. 

ASIHILACION DE AMONIO 

En el medio amo1ente natural de la levadura, (fruta y vegetales en 

descompos1c10n),el n1trogeno es ooten1do de un ampt 10 espectro 

de compuestos n 1 trogenados, que son desoe compuestos sene 1 11 os 

como las sales, nasta macromoleculas como tos ac1dos nucleicos 

y las protelnas. La levadura, en respuesta a esta ampl 1a gama de 

compuestos que le sirven como fuente de n1trogeno, posee 

diversas vtas de degradaciOn que le permiten llevarlos a sus 

componentes mas sencillos y finalmente nasta amonio. El amonio 

es asimilado entonces por ta actividad de glutamato 

desh1drogenasa dependiente de NADP (GDH-NADPI y por la 9lutam1na 

sintetasa¡ la primera cata! 1::a la reaccoon: 

a-cetoglutarato + amor10 _________ , ac1do glutam1co 

-La glutam1na s1ntetasa catat12a la siguiente reacc10n: 

acido 9lutam1co + amonio + ATP --------> 9lutam1na + AOP +P 1 

As i pues, 1 a ctegractac 1 On de tos compuestos n 1 trogenados que tas 

celulas ut1fizart1n para su crecimiento, deOe de ser tal que 

aportén amonio libre para su posterior as1m1lac1on en /leido 

gfut&m1co y 9tutam1na; ya que et n1trogeno c~lular en su 

total 1dad es d1str10u1do por transam1nar y transam1dar con estos 

amino /leidos. 

2 



UTILIZACION DE FUENTES ORGANICAS DE NITROGENO 

La degradac1on de protelnas conduce a 1 a obtencion de 

am1noac1dos, que son en su mayorla fuentes de nitrogeno para la 

levadura. En cond1c1ones experimentales y con el ob;eto de 

estudiar la de9radac1on de los am1noac1dos, la levadura se puede 

cultivar en algún am1noac1do como única fuente de nitrogeno. 

El tiempo de dupl1cac1on de la levádura cultivada en algún 

am1noac1do como an1ca fuente de n1trogeno, es caracterlst1co para 

cada uno de e 1 1 os, 1 1 amándose buenas fuentes de ni trOgeno (fuentes 

de n1trogeno pr1mar1as) a aquellos am1noác1dos en los cuales el 

tiempo de dupl 1cac1on es s1m1 lar al encontrado en amonio, y 

fuentes de n1trogeno pobres (fuentes de n1trogeno secundarías) a 

aquel los en que el tiempo de dupl1cac1on es grande o la levadura 

no crece. 

Para considerar un compuesto nitrogenado como una buena fuente 

de nitrogeno ,este debe tener atributos como :!.-Transportarse 

rapidamente al interior de la celula,2.-Degradarse en pocos pasos 

a ácido glutamico y/o amon10,y 3.- No tener efectos toxicos sobre 

la ce lula ( Cooper T.G. t980J. 

La regulacion de la degradac1on de los compuestos nitrogenados es 

llevada a caoo por varios mecanismos,como son: la represiOn 

catabOl 1ca nitrogenada, la exclusiOn del inductor y la regulacion 



de las enzimas especlf 1cas para la degradac1on de un determinado 

compuesto. 

REPRESION CATABOLICA NITNOGENADA 

Cuando se cultiva una levadura en una t0mD1nac1on de fuentes de 

nitrogeno, primero se utilizan aquellas que estan consideradas 

como las meJores (fuentes de nitrogeno pr1mar1as1 a esta 

observac1on se le denomina repres1on c<1tabOl1ca nitrogenada 

La degradaciOn de los compuestos nitrogenados SUJetos a 

repres 1 on cat abo 1 1 ca na s 1 do estudiada en S.tccnaromy,:es 

cerevisiae la presencia de amon10,ac1do g1utam1co, asparag1na o 

glutam1na en el medio de cultivo, cons1deraaas como las mejores 

fuentes de n1trogeno, no permite la 1naucc1on de las vtas de 

de9radadac1on de alantotna, pro11na y arg1n1na, consideradas 

como fuentes de n 1 t rogeno pobres (fuentes de n1trOgeno 

secundarias) (Cooper T.G., 1980; Cooper y sumrada,1963). 

La naturaleza de 1 efector ( correpresor) de 1 a re pres 1 on 

catabólica en S.tccnaromyces cerev1s1de no na sido aclaraaa,pero 

se piensa -y t'laY datos que aso 10 sugieren- que al igual que en 

Neurospora crassiJ pudiera ser la glutam1na (Kang et al, 1962; 

Harzluf, 1981; Dav1s, 1986). 

En Neurosp,,ra crassa e 1 efe et or c1e 1 .i re pres 1 on cat abo 1 1 ca 

n 1 trogenad.i l'ld 5100 1dent1f1caao,s1enao este una protetna 
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nuclear, no histona que tiene af1n1dad por ADN y por 

glutam1na;esta protelna se encuentra alterada en algunas mutantes 

que estan afectadas de manera general en repres1on catabólica 

nitrogenada como en el caso de la denominada ~ (Grove,G. et 

al, 1981 ¡. 

En Saccharomyces cerev1s1ae se han reportado mutaciones que 

alteran la repres1on catabólica nitrogenada, una de ellas 

denominada gdhCR provoca 1 a 

degradac1on (Dunlop et al, 1980) . 

estos datos la existencia de 

desrepres10n de algunas vtas de 

Algunos autores sugieren por 

un represor general y que la 

mutación se encuentra en el mismo (Dubo1s y Grenson, 1976).0tra 

mutación denominada argNmr afecta tamb1en la acción de la 

represión cataból 1ca nitrogenada pero exclusivamente para la via 

de degradación de arg1nina (Hiddlehoven ,1961). 

Por esto se puede decir que la repres1on catabólica nitrogenada 

en Saccharomyces cerev is 1 ae posee me can 1 amos genera 1 es y 

particulares para ser llevada a cabo. 

EXCLUSION DEL INDUCTOR 

El mecanismo denominado exclusión del inductor, se refiere, como 

su nombre lo indica, 

fuente de nitrogeno 

a la exclus10n en Ja entrada que eJerce una 

sobre otra. Dado que 1 a i nducc ion de 1 as 

vlas de degradac1on de algunas fuentes de n1trogeno secundarias, 
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como la argin1na y la alantotna, esta suJeta a la presencia de 

estas fuentes en el 1nter1or de la ce1u1a, las enzimas 

degradativas estan en este caso repr1m1das por ausencia de su 

inductor (Oeschamps et al ,1979). Como este mecanismo forma parte 

de la repres1on catabOI 1ca nitrogenada ,son las buenas fuentes 

de nltrogeno las que impiden el transporte de las fuentes pobres. 

En Saccharomyces cerev1s1ae, se na reportado la ex1stenc1a de una 

permeasa general para el transporte de am1no~c1dos que se reprime 

irreversiblemente por amonio, ac1do glutam1co y glutamina 

(Courche11ne y Hagasan1K, 1983) De 1guc;I manera, las permeasas 

eapeclfica11 para argin1na y prol 1na son repr1m1das por amonio 

(Grenson et al,1970) . 

REGULACION DE LA DEGRADACION DE GLUTAHINA (fuente de n1trOgeno 

prim1ri1) 

En la levadura la g I utam1na, fuente 

represiva de la degradac1on de 

de n1trogeno primaria 

fuentes secundarias 

y 

de 

nitrogeno,es degradada (para la as1m11ac1on de su n1trogeno) por 

dos act1v1dades de glutam1nasa (que catal izan la hidrOl1s1s de 

glutamina dando como productos ac1do glutamico y amonio), una de 

ellas es una enzima soluble y la otra se encuentra asociada a 

membrana. La act1v1dad de glutam1nasa soluble se regula 

negativamente por a-cetoglutarato, p1ruvato y gl 1oxalato.La 
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glutamlna también es degradada por la transaminasa de glutamina . 

Esta cataliza la transferencia del grupo amino de la glutamina 

algQn cetoacido dando como 

oxoglutaramato (el cetoac1do 

productos un aminoacido y 

de glutamina); este Oltimo 

2-

es 

hidrolizado a amonio y 2-oxoglutarato mediante una enzima llamada 

Ja Q-amldasa.A esta via se le conoce como la vía de la Q-amidasa 

.La transaminasa de glutamina esta regulada positivamente por 

glutamina y negativamente por liaina y glicina. (Soberon,H. 1986) 

L• tranaaminasa de glutamina utiliza como sustratos a los. 

cetoac1dos glioxatato y piruvato, que son inhíbidores de la 

gtutaminasa soluble esto sugiere que el funcionamiento de estas 

dos vtas es excluyente y depende de la concentrac10n de estos 

ceto&cidos. 

La utilizaciOn de glutamina en condiciones de mlcroaerofilia es 

llevada a cabo por la via de la Q-amidasa y en presencia de 

fuentes fermentables y de oxigeno la utilizaciOn de esta es por 

la glutaminasa soluble Esto se postula en base a las siguientes 

evidencias (Soberon,H.1986): 

Al cuando se cultiva a Ja levadura en condiciones 

microaerofll icas, hay un aumento en la poza intracelular de 

p1ruvato,En esta condlciOn la act1v1dad de glutaminasa soluble 

es baJa.Y BJ una mutante afectada en esta enzima crece con un 
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tiempo de dupl 1cac10n sim1 lar al de la cepa silvestre en 

condiciones C) Se han aislado mutantes 

incapaces de crecer en glutam1na como an1ca fuente de n1trogeno 

en microaerof111a. Estas mutantes parecen estar alteradas en la 

Q-amidasa . 

A las reacciones de transam1dac1on en las cuales el donador de 

nitrogeno es la glutam1na se les asigna, mbs que un papel 

degradativo de la glutamina, un papel b1os1ntét1co para las 

mol6culas a las cuales se une et grupo am1do, ya que las enzimas 

que realizan las reacciones de transam1dac1on estan suJetas a 

inhib1cion por producto final. (Soberon,H. 1986) 

REGULACION DE LA OEGRAOACION DE ARGININA fuente de n1trogeno 

secundaria (diagrama 1) 

La argin1na una vez transportada al 1nter1or de la célula es 

hidro! izada in1c1atmente por una act1v1aaa ae arg1naaa que da 

como productos orn1t1na y urea Esta a1t1ma es transformada por 

una actividad de urea caroox1 lasa a alofanato que a su vez es 

hidrolizado a C02 y Amonio. 

La ornitina por su parte es degradada por una reacc1on de 

transaminac1on con a-cetogtutarato, tlevaaa a cabo por la enzima 

ornitina transam1nasa, dando como productos ac1do glutAmico y 

glutamato-T-sem1aldeh1ao, éste espontbneamente se c1cliza para 
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atraves de la enzima 
formar a-pirrolin-s-carboxilato, que 
p1rro1in-s-caroox1 1 ato reductasa, es transformado en pro 1 1 na, 1 a 

cual se degrada hasta acido glut~mico. 
Las actividades de arginasa y ornit1na transam1nasa se inducen en 

presencia de arg1n1na . 
En saccharomrces cerev is 1 ae se nan reportado mutantes en 1 a 

regu1ac10n de 1a v1a de degradac10n de arg1n1na. 
una ciase de 

que provocan una 
estas mutantes son 1as denominadas cara.E 
expresiOn const1tut1va de arg1nasa y ornit1na transaminasa.otras 

tres ciases de mutantes denominadas ~rgeo, arg61 y arg62 tienen 

dos caractertsticas fundamentales : (1) Producen 1as enzimas para 

la 01ostntesis de arg1n1na constitutivamente.Y (2) son incapaces 

de utilizar arg1n1na u ornitina como anica fuente de nitrogeno . 

La v1a de degradac10n de arginina, al ¡gual que otras vtas que 

degradan fuentes de nitrogeno secundarias, esta sujeta a la 

represiOn catabOI ;ca nitrogenada • cuando la 1evadura se cultiva 

en amonio,glutamina o actdo g1ut&mico la inducciOn de la via de 

degradaciOn de arginina no ocurre; la mutaciOn ~ en este caso 

al igual que para otras vfas de degradac1on de fuentes 

secundarias la libera de esta regulaciOn. otra mutaciOn que 

afecta ta represiOn catabOI aca nitrogenada para esta v1a es la 

denom 1 nada .!![snmr 1 a cu a 1 1 i oera de 1 a re pres 1 on por amon 1 o 
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glutamico o glutamina eKclus1vamente a esta v1a. 

REGULACION DE LA INTERCONVERSION: 

ACIOO GLUTAHICO < ------- > AMONIO + a-CETóGLUTARATO 

saccnaromyces cerev1s1ae as1m1 la el amonio pr1nc1palmente en 

&cado glut&mico (ThomulKa y Moat,1972) ,que es ademas una buena 

fuente de n1trogeno (fuente primaria). cuando se provee a este 

nongo de algan aminoac1do como on1ca fuente de n1trogeno,se 

observa que el ac1do glutam1co es el am1noac1do que se encuentra 

en mayor concentrac1on en el 1nter1or de 1a célula ,despues de 

aquel que se esta proveyendo como fuente de n1trogeno 

(Wai~on,J,O. 1976).Esto puede deberse a que el ac1do glut&m1co es 

una eKcelente molécula para almacenar n1trogeno, ya que a través 

de un solo paso enz1mat1co provee amonio.y por otra parte es el 

donador de n1tro9eno en la slntes1s de moléculas nitrogenadas 

Junto con la glutamina. Sin embargo la acumu1ac1on de glutamina 

tiene efectos tOK1cos en la célula: este efecto tOK1co se puede 

deber a que este am1noac1do regula negativamente la ut111zac1on 

de glucosa como fuente de carbono, aunque no queda eKclu1do que 

el crecimiento celular este repr1m1do ademas en algan otro 

punto. (Soberon,M. 1986) 

La s1ntes1s del ac1do glutam1co también Juega 

importante en el balance de caroono-n1trogeno de la 
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que es un am1noacído producto de la un1on de una molécula de a

cetoglutarato (51ntet1zado en el ciclo de Krebs), a la cual se 

une el amonio, y de ahl, con la adicion de otra molécula de 

se sintetiza glutamina. Ambos son los donadores 

universales de n1tro9eno en la célula. 

La 1nterconvers1on de ac1do glutarn1co a amonio y a-cetoglutarato, 

es llevada a cabo por dos act1v1dades enz1mat1cas,de glutamato 

deshidrogenasa (GDHJ, una dependiente de NADP que catal iza la 

aminacíon reduct1va del a-cetoglutarato y otra de NAO que 

catalíza la desaminaciOn ox1dat1va del acido glutam1co. ( Holzer 

y Schneider. !957). A la primera se le ha asignado un papel 

anabOl1co (bios1ntét1co),ya que la act1v1dad especifica de esta 

enzima es mas alta cuando se cultiva la levadura en amonio como 

Onica fuente de nitrogeno, y una actividad especifica baja cuando 

se provee acido glutam1co como On1ca fuente de n1trogeno A la 

glutamato desh1drogenasa dependiente de NAD (GDH-NAD) se le ha 

asignado un papel catabólico (degradat1voJ por presentar la 

act1v1dad especifica mas alta cuando se proporciona ac1do 

glutamico como on1ca fuente de n1trogeno y la act1v1dad 

especifica mas baJa cuando es provisto amonio como fuente de 

nitrógeno (Roon and Even 1973). 

La act1v1dad especifica de ambas GDHs es afectada por amonio; en 
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el caso de la 

concentrac1on de 

dependiente de NAO, un incremento en la 

amonio en el medio provoca un descenso en la 

actividad especifica de esta enzima y, en 1 a oepend1ente de 

La MADP, provoca un aumento en la act1v1<lad especifica , 

regu1ac1on de estas enzimas por amonio no es clara; para el caso 

de la GDH-NADP,se observaron noveles altos cuando se cultiva en 

alantolna y urea (los cuales se oegradan hasta amonio) ,pero es 

baja en arginina, asparag1na y glutamona donde la de9radac1on de 

estos compuestos provee cantidades equ1mo1ares de ac1do AIUt&m1co 

y M'tonio ( Roon and Even 1973). 

La regulacion de la act1v1dad de GDH-NADP (anabOI oca) de 

S•ccnaromyces ctn•ev1s1.Je na sido 1nvest19ada. H1erno1zer y 

Holzer (t963 reportaron que: la 1nducc1on de la act1v1dad es 

igual en anaerobios1s que en aeroo1os1s; el incremento en la 

actividad especifica se debe a la s1ntes1s de novo de prote1na: 

la presencia de glucosa en el medio de cultivo es esencial para 

la induecion: las act1v1dades especificas mas altas, se 

encuent~an cuando se cultiva la levadura en amonio como onoca 

fuente de n1trogeno. 

ReAylacoon por carbono de las glutamato desnodrogenasas 

La presencia de glucosa es un requ1s1to para la 1nducc10n de la 

enzima de GDH-NAOP, Hazon H. (19761 demostro que si a un cultivo 
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de levadura creciendo en medio mlnimo amonio-glucosa se le 

transfiere a un medio m1n1mo amonio-sin glucosa, es decir, se 

dePriva de glucosa, la actividad de GOH-NAOP decae r&pidamente y 

la glutamato desnidrogenasa dependiente de NAO (GOH-NAO! aumenta 

su act i v 1 dad entre cuatro y se 1 s veces; por este dato, Hazon 

postula que las actividades de glutamato deshidrogenasas estan 

reguladas por glucosa, de manera tal que la glucosa reprime la 

actividad de la cataDOI ica < Hazon 1976). 

La perdida de la actividad de GDH-NADP al ayunar de glucosa a 18 

levadura viene acompanada de una perdida del antígeno en el 

extracto por lo que se postula que esta perdida se debe a la 

degradac1on de la protefna (Hazon 1979! 

La regulacion de la act1v1dad de GOH-NAD por et sistema de 

represion catabOl1ca no es clara, y la existencia de la mutación 

~ , la cual altera la represión catabOI ica nitrogenada de 

algunas vtas degraaativas incluyendo la GOH-NAD, sugiere que esta 

enzima esta sujeta a este control (Orillen et al. 1976; Dri 1 len y 

Lacro u te, t 972). Por otro 1 aoo e 1 ne cho de que 1 a act i v 1 dad 

especifica de la GOH-NAO sea la misma cuando se cultiva a 18 

levadura en glutam1na asparagina o atantofna,siendo las dos 

primeras fuentes primarias de nitrogeno y la tercera una fuente 

secundaria pone en ouda s1 ta glutamato desh1drogenasa 
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dependiente de NAO esta SUJela al sistema de repres1an catabOl1ca 

, (Roon y Even 1973) 

La glicina por su parte es considerada como mala fuente de 

nitrogeno para Saccnaromyces cerev1s1Je, puesto que no es capaz 

de crecer cuando se presenta como an1ca fuente de nitrogeno. ACn 

asl este am1noac1do es sucept1ble de ser degradado por dos vtas, 

una llevada a cabo por un compleJo enz1mat1co de gl1c1na 

deacarboK1 lasa y da como productos al C02 y al amonio y otra por 

la 1nterconvers10n de 9l1c1na a ser1na (U lame y Ogur, 1972), 

El fenomeno en 

aparentemente una fuente de 

esta tesis, consiste en 

n1tro9eno pobre (secundaria), 

que 

la 

glicina, esta regulando negativamente la ut1l1zac1on de una buena 

fuente, el acodo glutamoco (fuente de notrogeno pr1mar1a), a 

traves de impedir la degradac1on de !ste. 
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RESULT~OOS Y OISCUSIOH 

Como se menciono anteriormente la levadura Sdccnaromyces 

cerev1s1ae es capaz de ut1l izar algunos am1noac1dos como Onica 

fuente de n1trogeno. Cuando se cultiva a saccnaromyces cerev1s1ae 

en acido g1utam1co como on1ca fuente de notrogeno,este entra a la 

c~tuta y es degradado a a-cetoglutarato y amonio por la GDH 

dependiente de NAO. Esta degradacion proporciona el amonio libre 

indispensable para et crecimiento. La cepa silvestre S266C 

presenta este comportamiento (Figura A). 

Esta reportado que Saccnaromyces cerev1s1ae es incapaz de 

atil izar glicina como an1ca fuente de nitrógeno (Cooper T.G. 

1962), por lo que al incubar a esta levadura en esta condición, 

no hay crecimiento (figura 1 A) Sin embargo al incubar a la 

cepa S266C en una comb1nac1on ~codo de g1utam1co y g11c1na como 

fuentes de nitrogeno, esta no ~rece.Esto es sorprendente ya que 

aparentemente un am1noac1do que no puede ut1I ozarce como ruente 

de n1trogeno,1a gt1c1na, esta imp1d1endo ta ut111zac1on de uno 

que es una buena fuente , et acodo gtutam1co.Este hecho sugiere 
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que la glicina esta re9ulando de alguna manera la ut1l1zac1on del 

&c1do gtutam1co como fuente de n1trogeno. 

Para tratar de aclarar a que nivel ;a gl1c1na 1nterf1re con la 

ut1 l1zac1on del ac1do 9lutam1co se formularon las s19u1entes 

h1pOtesis alternativas : 

A)La glicina 1nterf1ere con la ut111zac1on ael aciao glutam1co 

por 1mped1r su transporte. 

B)La gl1c1na permite el 

impide su degradación en el 

Con et fin de d1st1ngu1r 

transporte del ac1ao qlutamíco pero 

1nter1or de la celula. 

entre estas dos alternativas, se 

determino la poza intracelular de ac1do glutam1co y se cuant1f1co 

la act1v1dad especifica de la aesn1arogenasa de ac1ao glutam1co. 

Los datos presentados en la f 1gura IB 1nd1can que el ac1do 

glutamico es transportado al interior de la celula en presencia 

de glicina, lo cual descarta la primera n1potes1s. 

Esto ademas contrasta con lo observado cuando se crece a la cepa 

en ac1do glutam1co como un1ca fuente de n1trogeno (SN ac1ao 

glutamíco),en donde se observa que este am1noac1do se transporta 

at 1nter1or de la celula y es degradado. (r19ura 1 BJ. 

En la figura 1 e se muestra la act1v1dad especifica ae GOH-NAO, 

en c~lulas cultivadas en SN ac1do 91utam1co y en Acido 

glutamico-gl 1c1na Como se observa en la figura e, la 
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activiaaa especifica de GOH-NAD en SN ac1do glutam1co se 

incrementa, ten1enao un nivel max1mo a las IZ horas y decayendo 

s1 se determina la act1v1dad posteriormente. 

especifica ae 

En cambio, 

GDH-NAD en ce1u1as que se han incubado en ac1do 

glutbm1co-gl1c1na, se obtienen valores 

detectables. Probablemente la falta de 

muy baJ05 o no 

en ac1do 

glutam1co-gl1c1na se debe a la ausencia de act1v1dad de la GDH

NAD, ya que aon nab1enao nitrogeno presente dentro de la celula 

(como &cido glutbmicoJ, este no es aegradaao para dar amonio 

libre.Este hecho sugiere que la glicina directa o indirectamente 

esta regulando negativamente la degradación del &cido gJutamico, 

permaneciendo su transporte aparentemente normal CF1gura 1). 

la ausencia de act1v1daa de GOH-NAO en celulas cultivadas en 

&cido glut&mico-g11c1na, no se debe a que la gl ic1na sea un 

ínhíbidor de esta act1v1aaa,ya que la act1v1daá permanece 

constante aon en presencia de gl1c1na a una concentrac1on de 0.2H 

en Ja mezcla de reacc10n. (resultado no mostrado). 

AISLAHIENTO Y CARACTERIZACION DE UNA MUTANTE GLICINA RESISTENTE 

Con el fin ae estudiar este fenomeno mas a fonao se aisló una 

mutante a partir de la cepa silvestre S268C, (ver materiales y 

metoaosJ.Esta cepa es capaz de crecer en acido g1utam1co-glic1na. 

Esta cepa se obtuvo buscando colonias de rap1do crec1m1ento en 

'7 



este med 1 o. 

Esta mutante, denom1naoa G 2, es incapaz de crecer en gl 1~1na 

como Qnica fuente de n1tro9eno, al 19ua1 que la s1 lvestre. Esto 

descarta que la capacidad de la cepa mutante para crecer en un 

medio de &cido glutam1co-911c1na se deba a que pueda atil1zar la 

gl 1 c1na como anica fuente de n1trogeno (figura 2 A), En el 

grupo se ha a1sledo una mutante capaz de crecer en ac1do 

glut&mico-glic1na la cual puede crecer en gl 1c1na como un1ca 

fuente de ni trogeno (Sega 1 y Gonz a 1 ez, en preparac 1 on). 

La caracterización 1n1c1al de la cepa mutante G 2, cons1st10 en -.. ..__. 
hacer una curva de crec1m1ento, determinar la act1v1dad 

enzlmatica de GDH-NAD y la poza intracelular oe ac1do glutam1co 

cuando éste se provee como anica fuente de n1trogeno .como se 

observa en la figura ¿ A, el crec1m1ento de la cepa mutante es 

similar al de la cepa silvestre cuando se le cultiva en este 

medio. En la figura 2 B se muestra la poza intracelular de ac1do 

glutamico, ésta presenta valores maK1mos mas grandes que los de 

la cepa silvestre ,sin embargo, las var1ac1ones observadas de 

esta poza en ta cepa s1 lvestre son debidas probablemente a que 

la capacidad de transporte de las levaduras PS variable.Esto nos 

hace suponer que esta d1ferenc1a que se observa en las pozas no 

es signif1cat1va.En la figura 2 e se muestra la actividad 
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especifica de la GOH-NAO en los extractos obtenidos de celulas 

cultivadas en SN ac1do glutamico . Como se observa, en la figura 

2 e esta act1v1dad presenta una cinet1ca y valores similares a 

los que muestra la cepa silvestre S286C en esta condic1on (figura 

C). Por tanto se puede concluir que la mutante G 2 y la 

silvestre 528BC de la cual se der1va,se comportan de manera 

similar cuando se cultivan en 

de crecimiento, los niveles 

este medio, ya que 

de 1nducc1on de 

la velocidad 

la actividad 

especifica de la GOH-NAD y la capacidad de transporte del acido 

glutamico son similares figuras 1 y 2. 

Con el fin de averiguar a que se debe que la cepa mutante sea 

capaz de crecer en ac1do glutam1co-gl1c1na, se planteo como 

primera hipotes1s que la capacidad de crecer vendrla acompanada 

con una 1nducc1on en la act1v1dad de la glutamico deshidrogenasa 

dependiente de NAO (GDH-NAO), ya que como se menciono 

anteriormente, esta cepa es, al igual que la cepa silvestre, 

incapaz de utilizar glicina como on1ca fuente de nitrogeno 

(Figura 2 A),y debido a que la act1v1dad de la GOH-NAD es la que 

provee el amonio 11bre indispensable para el crecimiento, debe de 

estar presente. Porque como se menciono en la introduccion, el 

nitrogeno para ser as1mi lado necesita encontrarse en forma de 

amonio l 1bre. 
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con el f 1n de corroborar o descartar esta 

determinaron las actov1dades especifo~as de 6DH-NAD en extractos 

celulares obtenidos a partir ae c~lulas crecidas en la 

comb1nac1on ac1do glutamico-911c1na. 

como se muestra en la f 19ura 2 e, el crec1m1ento en glutamico 

glicina que presenta la cepa G 2 viene acompanado con una 

capacidad de inducir la act1voaaa de GDH-NAO,por lo cual se puede 

afirmar que, en el caso de la mutante, la 1noucc1on de la 

actividad de la GOH-NAD expl 1ca su capacidad de crecer en el 

medio de acido glutam1co mas glicina. 

Como se observa en la figura 2, la cepa G 2 alcdnza su nivel 

maxrmo de 1nducc1on de GDH-NAO a 1as quince noras,por tal motivo 

se cultivo a esta cepa por un toempo mas largo.como se observa en 

la figura 3 A, el crecrmrento ae esta cepa viene acompanado con 

una induccron oe la actividad de GDH-NAD a niveles en los que se 

encuentra cuando se provee acrao 9lutam1co como on1ca fuente de 

nitrOgeno < tanto en la s1 lvestre como en la mutante ) por lo que 

se puede decir que esta act1v1dad de GDH-NAO es insensible a la 

presencia de gt 1c1na en el medió ae cultivo. Asl, esta capacidad 

de crecer en el medio ac1ao glutam1co 91 reina acompanada con la 

inducción de la GDH-NAD, supone que el efecto que eJerce la 

glicina sobre esta actovoaaa enz1mat1ca na srdo afectada por la 
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mutacion, 

El ac1do glutam1co es consumido para el crecim1ento,m1entras la 

poza de glicina permanece constante (figura 4), 

Ahora bien, s1 la cepa S288C se cultiva en la comb1nacion de 

ac1do glutam1co y gl1c1na por un tiempo mayor de 24 horas, se 

observa que la cepa es capaz de crecer despues de un periodo .L!.9 

de entre 24 y 30 noras (figura 4). Esta observac10n, nos condUJO 

a plantear las s1gu1entes h1pOtes1s: 

A)La capacidad de la cepa silvestre de crecer en ácido glutám1co 

mas gl 1cina despues de un periodo .!J!.9 ,se debe, como en e 1 caso 

de la cepa mutante,a que es capaz de 1nduc1r la act1v1dad de 

GDH-NAD y, por lo tanto, degradar el PCido glutámico a amonio y 

a-cetoglutarato y de esta manera crecer, o 

B)La capacidad que tiene para crecer la cepa silvestre se debe a 

alguna otra estrategia ,que 1nc1d1era en la capacidad de utilizar 

gl ic1na como fuente de amonio. 

Para d1st1ngu1r entre estas dos h1potes1s alternativas, se 

determinaron las pozas de ácido glutam1co y de glicina, y la 

act1V1dad especifica de GDH-NAD a los extractos obtenidos a 

diferentes puntos a lo largo del crecimiento. como se observa en 

la figura 4, el ácido glutám1co / la gl 1c1na son degradados y se 

detectan niveles baJOS de la act1v1dad de GDH-NAD. 
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La degradac10n del &cíao gtutam1co en estas cond1c1ones de 

cultivo, en tos cuales 

niveles muy baJOS, hace 

compuesto es conouc1da 

ta act1v1daa de GDH-NAO se encuentra a 

suponer que la degradac1on de este 

por otras v1as, probablemente por 

transamlnaeion y/o 9tutam1no s1ntetasa y aeb1do a esto 3c1do

glut&mico no esta aportando amonio ltbre. 

Por otro lado,como se observa la gl1c1na es SUJeta a degradac1on 

durante el crecimiento esto debe ser lo que provee el amonio 

libre Indispensable para que la cepa crezca .Este dato sugiere 

que ta glicina es fuente de nitrógeno para la levadura, pero 

que su degradación y/o ut1l1zac1on no es posible cuando se le 

provee como on1ca fuente. 

Como se puede observar en ta f 19ura 3 la cepa mutante G 2, al 

contrario de ta cepa silvestre S288C, no degrada la gl 1c1na 

cuando crece en ac1do gtutam1co-911c1na. Este necno confirma que 

la razon por la cual crece la cepa mutante es por que es capaz de 

1nduci~ su GOH-NAO y atraves de esta obtener el amonio necesario 

para crecer. 

Resgmiendo:t.La gl 1c1na tiene un efecto nP.gat1vo sobre la 

actividad de GDH-NA0,2. En la cepa mutante este efecto no se 

presenta va que la cepa crece antes que la cepa silvestre en el 

medio de ac1do 9lutam1co-gl 1c1na al 1nduc1rce esta enzima y por 



t 

ende degradar el ac1do glutam1co .3. La cepa silvestre S268C es 

capaz de crecer despue~ de un periodo .!J!.9 mas prolongado en este 

medio por degradar la 911c1na (figura 4). 

Para determinar s1 la 911c1na o algón producto de su degradac1on 

es la causa del fenomeno descrito en esta tesis; se 'incubo a las 

cepas silvestre (S266C) y mutante (G 2) en un medio mtnímo sin 

nítrOgeno complementado con acodo glutam1co, y con gl1ox1lato, ya 

que este es el cetoac1do ae la glicina. 

Como se observa en In figura 5, tanto la silvestre como la 

mutante son incapaces de crecer en este medio, aan a tiempos muy 

largos de incubaciOn. Esto hace pensar que el gl1oxilato tiene, 

al igual que la gl 1c1na, un efecto sobre el crecimiento cuando se 

provee ac1do glutamico como óníca fuente de n1trogeno, pero el 

hecho de que la mutante sea incapaz de crecer sugiere que este 

efecto es d1st1nto al de la gl1c1na. Teniendo el antecedente de 

que este cetoac1do 1nh1be 1n v1tro a la glutamato deshidrogenasa 

dependiente de NAOP (GOH-NADPJ (Gonzalez ut al 1987) se le hizo 

una c1net1ca de 1nh1b1c1on con 9110~1 lato a la GOH-NAO y, como se 

muestra en la figura 6, este cetoac1do 1nh1be a la enzima. 

Para averiguar si la cepa G 2 es una mutante estructural en GDH

NAD, se hicieron curvas de termosens1bi 11dad ( como se describe 

en los materiales y metodos). En la figura 7 se mu~stran las 
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cinet¡cas de perdida a 55 C de las GDH-NAD provenientes de 

cultivos de ambas cepas en SN ac1do g1utam1co: como se observa, 

~sta es 1dent1ca para las dos cepas. Esto sugiere que la 

mutac10n presente en la cepa G 2 es tal, que 1a GDH-NAD no esta 

afectada en su estructura. 

Con el fin de aver19uar a que nivel podrla estar la 911c1na 

actuando. Se n1c1eron curvas de termosens1b1I 1dad a la GDH-NAD 

provenientes de un cultivo en acodo g1utam1co-gl 1c1na de las cepa 

silvestre .En la figura 7, se muestran los datos. Como se ve, la 

mostrada por esta enzima cuando 

proviene de ce1u1as crecidas en SN ac1do 9lutam1co.Esto conduce a 

pensar que el efecto que esta eJerc1endo la gl1c1na sobre la 

actividad de GDH-NAD, es a un nivel tal, que provoca un cambio en 

la estructura de la enzima. 

Probablemente se deba a este cambio ae estructura, el necno de 

que la act1v1dad especifica sea DaJa,cuanao se cultiva a la cepa 

en el medio ac1do g1utam1co-911c1na, aunque esto no descarta la 

posibil 1dad de que la regu1ac1on de la expres1on de la act1v1dad 

a nivel genet1co, este Jugando algan papel. 

Teniendo como antecedentes: 1) que la enzima GDH-NAD,esta 

probablemente regulada a nivel postraducc1ona1 por la gl 1c1na, Y 

2) que la sens1b1I 1dad a la temperatura de la enzima de la cepa 
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mutante G 2 y la s1 lvestre S2B8C cultivada en SN ac1do glutam1co, 

es 1dent1ca. 

Se hizo una curva de termosens1b111dad a la act1v1dad de GDH-NAD 

presente en extractos celulares de la cepa mutante G 2 cultivada 

en el medio de ac1do glutam1co-911c1na. 

En la figura 7, se muestra la c1n~t1ca de perdida de la act1v1dad 

de GDH-NAO de la cepa mutante G 2 cultivada en ac1do glutam1co-

gl1c1na. Como se observa, esta es diferente tanto a 

de la misma cepa pero cultivada en SN ac1do glutam1co, as1 como 

para la de la cepa silvestre cultivada en ac1do glutam1co

glic1na. Esto nace pensar que la mutac1on presente en la cepa G 2 

es tal,que altera 1a estructura de la enzima con respecto a la de 

la cepa silvestre, cuando la cepas son cultivadas en acido 

glutam1co-gl1cina. 

Asl, del conJunto de datos obtenidos de la sens1D1l1dad a la 

temperatura de la enzima glutamato desn1drogenasa dependiente de 

NAO (GOH-NADI de ambas cepas y en las diferentes cond1c1ones de 

cult1vo,se puede concluir que: 

l)La glicina regula muy probablemente a la GDH-NAD a nivel 

postraducc1onal; 

21 La mutaciOn presente en la cepa G 2, afecta de algOn modo esta 

re9ulac1on. (ya sea alterando la estructura de la GDH-NAD o 

25 



bien,afectando de alguna manera este sistema de regulac10nl 

En Saccnaromyces cerev1s1.ie tiay reportadas mutantes en las 

actividades de glutamato desn1drogenasa. Estas pueden agruparse 

fenotlpicamente en tres clases .En la tabla 1 se muestran estas 

clases.Las mutantes agrupadas en lU!.n_!, carecen de la act1v1dad 

de GOH-NAOP, estas se encuentran alteradas en la enzima a nivel 

estructural. ccooper T.G. l!.<62). 

Las mutantes agrupadas en gdt1CR t 1 enen a 1 terada 1 a regu 1ac1 on de 

ambas GDH's teniendo 30 veces mas actividad de GDH-NAD y un 

tercio de la GDH-NADP que la cepa silvestre cuando se cultivan en 

amonio como fuente de n1trogeno; cuando se cultivan en SN 3Cld0 

glutam1co estas tienen entre tres y cuatro veces mas actividad de 

la GOH-NAD y la mitad de la dependiente de "ADP, comparadas con 

la cepa silvestre. Las gdt1CR, son monogen1cas y es por esta razon 

se dice que las act1v1dades de glutamato desn1drogenasa tienen un 

elemento comtm de regulac10n genet1ca <Dr111en y Lacroute, 1972; 

Dr i 1 1 en et a 1 1 913 ¡ . 

La tercera clase de mutantes, las adncs, 

baja const1tut1va de GDH-NAD a niveles 

poseen una actividad 

seme;antes a los 

encontrados cuando se provee amonio como un1ca fuente de 

n1trogeno. Por lo que esta mutac1on esta provocando un 

•congelamiento" en la repres1on de esta act1v1dad, esta mutac1on 

26 



no altera la estructura ae la GDH-NAO por lo que se supone que es 

regu1ator1a para esta act1v1dad (Grenson et al ,1974). 

Hay que hacer notar que en la literatura no se encuentran 

reportadas mutantes que alteren la estructura ae la enzima GDH-

toaas las mutaciones reportadas en esta enzima 

estan a nivel regulatorio. 

Para tratar de establecer s1 la mutante G 2 pertenec1a a algOn 

grupo reportado de mutantes en las act1v1dades de glutamato 

desh1drogenasa . se determinaron las actividades especificas de 

GOH-NAOP de extractos ae celulas cultivadas en amonio o en SN 

acido glutamico . 

La actividades de GDH-NADP ae la cepa mutante G 2 y de la cepa 

silvestre S288C cuttivaaas en SN ac1do g1utam1co, como se observa 

presentan valores s1m1 lares,asl como los datos obtenidos de ambas 

cepas cuando se proporciona amonio como anica fuente de 

nitrogeno, (tabla 11) por lo tanto se puede afirmar que la cepa 

mutante posee una actividad silvestre de GDH-NADP, descartando de 

esta manera que pua1era pertenecer al grupo de las mutantes 

AdhCR,asi como a tas .!l1!l.! . 

se determino la act1v1dad de GDH-NAD en extractos de ce1u1as que 

fueron cultivadas en amonio como unica fuente de n1tro9eno. En 

este caso tamb1en, la cepa silvestre y la mutante son 
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indist1ngu1bles baJO este parametro. Ademas como se mostro 

anteriormente ta c1net1ca y act1v1dade~ de GDH-NAD en SN ac1do 

glutam1co como son s1m1 lares para ambas cepas (figuras y 2), 

descartando la pos1b1 11dad de que perteneciera al grupo de las 

adhCS . Por lo tanto se puede concluir que la cepa mutante G 2 no 

pertenece a algon grupo de las mutantes reportadas. 

El anal isis genet1co de la cepa G 2 no fue posible, debido a que 

el fenotipo (la capacidad de crecer en ac1do glutam1co-gl 1c1na1 

no es claro en las cepas del laboratorio con el tipo de 

apareamiento opuesto. 

La capacidad que tiene la cepa S286C para crecer en acodo 

glutamico-glicina es afectada por las condiciones del precult1vo 

(cultivo de el cual se obtienen las celulas para inocular los 

eKper1mentos): S1 al inocular un medio que contenga acodo 

glutamico y gl ic1na como un1cas fuentes de n1trogeno se emplean 

celulas que provienen de un precult1vo incubado por 12 horas en 

YPD se observa que la cepa no crece durante un tiempo aproK1mado 

de 24 horas SI es inoculado de un precult1vo en rPD con 24 

horas de incubac1on, se observa que ta durac10n del li!9 que 

precede al crec1mento en ac1do glutam1co-gl1c1na es menor que en 

el caso anterior, y es aproximadamente de 15 horas. Cf 1gura 5) 

La cepa mutante no presenta este comportamiento, es decir, la 
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durac1on del .!itil se mantiene constante independientemente de las 

condiciones del precult1vo (Figura 6). 

con el objeto de precisar cual era la causa de la var1ac1on en el 

comportamiento de la cepa s1 tvestre S266C en ac1do glutamico

gl 1c1na con respecto a las condiciones del precult1vo y teniendo 

como posibles causas de esta var1ac1on: 

A)EI estado ae crec1m1ento en el que se encuentran las células al 

ser cosechadas para inocular (porque un cultivo con 12 horas esta 

creciendo y uno de 24 horas se encuentra en un periodo 

estac1onar10) y B) la compos1c1on de el medio (debido a que esta 

variando por el crec1m1ento celular). 

Se rea11z6 el siyu1ente experimento: 

Se cosecharon celulas de un precultivo de t2 horas 1condic10n en 

la cual al inocular un medio con la comb1nac16n de ácido 

glutámico-gl 1c1na el crecimiento se 1n1c1a aproximadamente a las 

24 horas) y se incubaron en agua, en medio mln1mo sin nitrogeno 

SN y en medio mln1mo sin glucoea SG por 4 horas. Despues de este 

tratMiento,las células se usaron para inocular medios de cultivo 

ac1do alutamíco-gl ic1na. 

Como muestra la figura 9 A, las células que fueron pre1ncubadas 

en agua o en medio m1n1mo sin glucosa, crecieron antes que las 

pre1ncubadas en ausencia de n1trOgeno, esto conduJO a pensar que 
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es la compos1c1on del medio y especlf 1camente la cantidad de 

glucosa del mea10 del cual se obtienen 1as ce1u1as par-.1 1nocula1·, 

lo que esta 1nfluenc1anao el comportamiento de 1a cepa silvestre, 

quedando descartaaa la ve1oc1oao de crecimiento de la cepa en e1 

precult1vo, ya que en los tres casos de pre1ncubac1on la cepa no 

est.!I crecienao, en el momento de ser cosecnaaa para inocular el 

medio de ac1do g1utam1co-gl 1c1na. Con et f 1n de corrroborar esto, 

se cosecnaron c~lulas ae un precult1vo en YPD de 24 noras 

(cona 1 c ion en 1 a 

glut&míco-gl íc1na 

cu a 1 a 1 inocular en la comb1nac1on ac1ao 

24 noras) y se incubaron en un medio m1n1mo sin n1trogeno &N por 

una o cuatro horas y aespu~s ae este tratamiento, se pusieron a 

incubar en el medio ac1ao glutam1co-g11c1na. Se observo que en 

aquellas que permanecieron durante cuatro horas en &N la durac1on 

del J..fill fue mayor que las que solo estuvieron una nora 

pre1ncub.!lndose en SN (f 1gura 9 BJ. Como se puede observar en la 

figuras 6 y 9 B la aurac1t1n ael .!..2!'l que presenta la cepa G 2 es 

constante, 1 o cu a 1, corrobtwa que 1 a cepa s 1 1 vestre y 1 a mu tan te 

crecen en el medio &c1do 91utam1co-gl 1c1na por estrategias 

diferentes. 

La observac1on de que el aumento en la durac1on del_!.illl esta 

en relac1on directa al tiempo de 1ncubac1on en un medio mln1mo 
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sin n1trogeno y con glucosa,conduce a pensar que este incremento 

refleJa el hecho de que es 

c~lula Y/o degradar la 

al transportar al 

glucosa 10 que esta provocando que la 

dura e 1 on de 1 J..e.:3 sea mayor, proba~ 1 emen te por 1 mped, r 1 a 

degradacion de la 911c1na. 

En la figura 10 se muestran las pozas de gl 1c1na de la cepa 

silvestre y de la mutante cuanao son cultivadas en SN ac1ao 

glutamico. Como se puede observar tanto la S286C (cepa si 1vestre¡ 

como la cepa mutante G 2 acuniu111n gl 1c1na hasta aprox1madamentl!! 

las nueve horas,m1sma que desµues se degrada. Esta acumu1ac10n 

con su subsecuente ae9raaac1on. ocurre solo cuando la celulas con 

las cuales se inocula el cult¡vo provienen ae un precult1vo no 

saturado ( con doce horas de 1ncubac1on l. como se observa en la 

figura 10 s1 las celulas provienen de un precult1vo saturado la 

apar1c1on de gl1c1na en el 1nter1or de la ce1u1a no ocurre. Esta 

variacoon puede deberse como en el caso de la aurac1on del lJ!.S de 

la cepa s1 lvestre a la cantidad y/o degradac1on de glucosa en el 

interior de la celula, (figuras 5 y 6 ¡, Por lo que podemos 

concluir que cuando se cultiva a la levadura en SN ac1do 

glutam1co se sintetiza una alta poza de gl 1c1na aado que nay una 

concentrac10n y/o aegradac1on alta de glucosa en el interior de 

la celula. Esto adembs explica el porque la cepa G 2 no degrada 
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la gl 1cina Cf ogura 3> ya que al ser capaz de degradar ac1do 

glutamico -por GDH-NAD. y teniendo una alta concentrac1on de 

carbono en el 1nter1or de la celula, sontetoza glocona al igual 

que cuando se uto 1 oza SN acodo g1utam1co .r es por esta razon que 

la poza de gl 1c1na permanece constante. Aunque esto no descarta 

la posibi 1 o dad de que la cepa mutante por ser capaz de 

antes que la cepa solvestrt", este acal>ando con 

constituyente de el medio y sea esta la 11m1tac10n para 

crecer 

algún 

que 1 a 

cepa mutante no degrade gl1c1na para proseguir con su 

crecimiento. 

Especulamos que la degradacoon del acodo glutam1co,provee gl1c1n1 

de la s1gu1ente manera: 

El acodo glutamoco al degradarse provee una alta poza de a-

cetoglutarato al ciclo de Krebs, la cual provoca que se abra el 

ciclo del gl1ox1lato (Gi1lbra1th; 19691 

El gl 1oxi lato da glicina por 1a reacc1on que catal iza la enzima 

alanina-gl1oxalato-am1notransterasa , 1 a cual u t 1 1 1 za como 

sustratos a1an1na y gl1ox1 lato. Esta enzima puede ut1 l1zar ademas 

de alan1na, al acodo glutamoco como donaúor del grupo amono. 

La glicina puede sintetizarse tamboen, por la 1nterconvers1on de 

ser1na a gl 1c1na l Ulane y ogur, 1972). Suponemos que la glicina 

que se sintetiza cuando se rrece en acodo glutam1co no es 
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producida por esta v1a, por no encontrar serina en alguno de los 

puntos de el crec1m1ento. 

E 1 pape 1 f 1s1 o 1Og1 co de 1 a regu1ac10n de la 91utamato 

desn 1 drogenasa de pena 1 ente de NAO (GDH-NADJ por g 1 1c1 na, se 

vislumbra por el necno de que al crecer a las celulas en SN acrdo 

glutllmrco, se produce 911c1na, en la cond1c1on que la c~1u1a 

tiene una alta cantidad de carbono en su 1nter1or.Esto da pie a 

especular que la gl 1c1na, por ser producto de <1e9radac1on del 

llcido glut/lm1co cuando hay alto carbono, es una sena! tal, que 

informa a la c~lula de que hay el suficiente n1trogeno para 

crecer y que ademas la concentrac16n de carbono es alta por lo 

que la degradac1on del ac1do glutamico,que provee a-ceto9lutarato 

(carbono) y amonio (n1tro9enoJ debe detenerse y la forma de 

lograrlo es d1sm1nuyendo la act1v1dad de glutamato 

desnidrogenasa. 

La forma de dism1nu1r la actividad de GDH-NAD es mod1ficandola 

postraduccionatmente de manera que su act1v1dad baJe. En la cepa 

mutante G 2 esta mod1ficaciOn parece estar aanada por la 

mu tac ion, por 1 o cua 1 esta cepa es capaz de crecer en 1 a 

combinac1on /leido 9lut/lm1co-911cina. 

El hecho de que la cepa silvestre crezca en /leido glutam1co

glic1na en ausencia óe la act1v1dad óe GDH-NAü indica que la 
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glicina es fuente de n1tro9eno para la levadura pero su 

utitizac1on no es posible cuando se provee como ~n1ca fuente.el 

por que ~e esto, sigue siendo una pregunta sin respuesta. 

fin 
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HATERIALES Y HETODOS 

CEPAS: 

La cepa silvestre S288C (~alfa~~ )proviene de tos 

laboratorios de Cold Spring Harbor¡Nueva YorK. 

La cepa mutante G 2 se obtuvo a partir de la cepa silvestre como 

ae describe adelante. 

HEDIOS DE CULTIVO: 

Para et crec1miemto de precult1vos (ver abaJO) se ut1l izo medio 

YPD (Extracto de levadura l !.,peptona de casetna 2 X y glucosa 2 

X ).Et medio mlnimo se preparo con sales, elementos traza y 

vitaminas siguiendo la formula de 01fco yeast nitrogen base.Como 

fuente de carbono se ut1l1zo glucosa al 2 X.La fuente de 

nitrogeno adiciono segan se explica en texto,para 

crecimientos en ac1do glutam1co (SN &c1do glutam1co) la 

concentrac1on final fue 500 microgramos il 111tro;en amonio 40 

mH de sulfato de amonio; para ta combinac1on de ac1do glutamico y 

glicina (ac1do glutam1co-g11c1na), el ac1do gtutamico se adiciono 

en la misma concentrac1on que usa cuando se provee como ónica 
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fuente y finalmente la gl 1c1na 50 mH, pero cuando fue utilizada 

glicina como fuente de n1tro9eno se adiciono con 6.6 mH. 

Los medios de 1ncubac1on Son Notrogeno ( s N ¡ se prepararon 

como el medio mlnomo son ad1c1onar fuente de notrOgeno: para el 

medio Sin Glucosa ( s G J se uto 1 izo la receta de medio mln1mo 

pero sin adicionar glucosa. 

CRECl"IENTOS: 

La magnitud del crec1m1ento se m1d16 atraves de la determ1nac1on 

de la absorbanc1a de los cultivos a 650 nanometros en un 

colortmetro. 

Los cultivos se incubo a 30 grados Centogrados y a 2uo RPH. 

Precult1vos e 1noculac1on 

Las celulas uti lozadas para los crec1m1entos se obtuvieron 

precultivando 1a cepas en medio YPD durante d1st1ntos tiempos 

segun se indica en el texto. Las celulas se cosecnaron por 

centr1fu9ac10n y se lavaron dos veces< con agua tr1oest1 lada) , 

se resuspendieron en la misma y con esta suspensión se inoculo el 

medio deseado a una absorvancoa de 0.05 a 650nm. 

"UTAGENESl6 Y SELECCION DE HUTANTES: 

La cepa S268C se mutagenozo con etol metano sulfonato EH6 

s19u1endo el metodo ae FonK 1F1nK 1970). 

Oespues de la mutagenesos, las celulas se esparcieron en agar en 



medio solido sin nitrogeno adicionado con 

g11c1na y de ah!, se seleccionaron las colonias de crec1m1ento 

se purificaron por suocult1vos en medio so11do y 

se corroboro el fenotipo por crecimientos ae las mutantes en el 

medio SN ac1do glutam1co-g11c1na en 11qu1ao.De este proceso se 

obtuvo la cepa mutante G 2 

DETERHINACION DE LAS ACTIYIOAOF.S ENZlt1ATICllS: 

Las ce1u1as se colectaron filtrando el medio ae cultivo atraves 

filtros• M11 l1pore del tipo Ra 1.2 mM : las ce1u1as se 

resuspendieron en amortiguador ae extracc1on de GDH que contiene 

fosfato de potasio 0.1 M pH:7.0,EDTA lmM y 2-mercaptoetano1 5 

mH. 

Las celulas se rompieron en un aparato nomogen1zador Braun; el 

nomogenado se centrifugo a 15,000 rpm en una m1crofuga Beckman 

aurante 10 minutos y se recupero el soorenaaante.En este 

sobrenaaante se determino la act1v1dad enz1mat1ca. 

Para el caso de la glutamato aesh1dro9enasa dependiente de NAO se 

preparo la s1gu1ente mezcla de reacc1on: 

ros~ato ae potasio 1 M pH 1.0 ----------

Alfacetoglutarato 0.1 M ----------------

Cloruro ae amonio o.o5 M-----------------

NADH IOmg/ml ----------------------------
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Agua trldest1lada ----------------------- 8.0 ml 

Para el caso de la gtutamato desn1drogenasa dependiente de NADP 

la mezcla de reacc1on fue la siguiente 

Fosfato de potasio 1 H pH: 7.a ---------

Alfacetoglutarato 0.1 H ---------------

Cloruro de amonio 0.05 H ---------------

NADPH to mg/ml --------------------------

1 .ú mi 

o. 3 ml 

0.5 mi 

o. 12 mi 

Agua tr1desti lada ----------------------- a.o mi 

Para determinar ta act1v1dad, se puso un m1l1l1tro de la mezcla 

de reacciOn dentro de una celda de cuarzo y se comenz'la 

reacciOn por ad1c1on del extracto.Paralelamente se corrieron tres 

controles: sin alfacetoglutarato,s1n amonio y amortiguador con 

NADH o NADP dependiendo del caso. El progreso de la reacc10n se 

sigue midiendo la absorbanc-1a a 340 nm en un 

espectrofotometro.Las actividades se expresan en m1cromoles de 

NAO o NADP consumidas por minuto por mil 1gramo de protelna. 

DETER"INACION DE PROTEINA: 

La concentración protelna en los extractos celulares o en los 

cultivos se cuant1f1co de acuerao al metodo de Lowry (Lowry 

al, t95t), usando albOm1na ser1ca oov1na como estandar. 

concentración del est3ndar se rect1f1co por su aosorbanc1a a 

nm en un espectrofotometro. 
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DETERMINACION DE POZAS DE AHINOACIDOS: 

La extracc1on y cuant1f 1cac1on de las pozas intracelulares de 

am1noac1dos de la levadura se llevaron a cabo s1gu1endo un metodo 

descrito previamente <G_onza1ez et al 1985). 

OBTENCION DE CURVAS DE TERHOSENSIBILIDAD DE LA ACTIVIDAD DE 

r.LUTAMATO DESHIDROGENASA DEPENDIENTE DE NAO: 

Para este tipo de experimento, los extractos celulares (obtenidos 

como se descr1biO anteriormente) se trataron a 55 grados 

centigraJos, durante 5 m1nutos,despues de este tratamiento el 

extracto fue centrifugado a 15,000 rpm en una m1crofuga BecKman 

por 10 minutos, y se recuperó el sobrenadante, esto se real izo 

con el fin de pur1f1car parcialmente el extracto (factor de 

pur1ficac1on para la GDH-NAD = 1.5x). 

Para 1 a obtenc ion de 1 a curva de termosens 1b1 1 1 dad, se 1 ncubaron 

al1cuotas del extracto obtenido en el paso anterior a .55 grados 

cent1grados por los tiempos 1nd1cados en la Fig 7 y se determino 

la actividad enz1mat1ca de GDH-NAD como se descr1biO arriba. 

1NH1 e 1e1 ON DE LA ACTIVIDAD DE GLUTAHATO OESHIOROGENASA 

DEPENDIENTE DE NAD, POR GLIOXILATO: 

La 1nhibicion 

depend 1 en te de 

de 1 a 

NAO 

act1v1dad de la glutamato desh1drogenasa 

por g 1 1ox1 1 ato se real izo agregando 

diferentes cantidades del mismo a la mezcla de reacc10n, 
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detel"lllin&ndose la act1v1dad de GDH-NAO como se describ10 arrlb•. 
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Arginina 

Arginasa Ornlt!na 
Tra.asamlnasa ,-- Ornitina ------ Glutamalo- Y' 

-se1nialdehíd.o 

Urea 

ti rea 
CerbnxilR~•~ 

Alofanatc> 

Aloforml•1 
hiclrol11~1a 

+ 
CO., +· .NH4. 

··~ 

A··· pirrolín· f> 
·-t_'.orhmdlato 

A pirrnli11 
fl· curbnx1l;lto 

reductF1sa. 

Prnlina 

G l u ta ma t() 

Diagrama 1 degradación de arginina 



T•bl• 1 Mutantes afectadas en las act1v1dades de gluiamato 
desn1drogenasa: (•) si tvestre; (-} mutante sin act1v1dad(H) 
mutante con act1v1dad mayor que la silvestre(•-) mutante con ac
tividad menor que la silvestre 

GOH 1 

GOH-CR 

GOH-CS 

G Z 

GDH-NAO GOH-NAOP 

+- tGLUJ 

+ + 

CAPAZ DE INDUCIR LA GOH-NAD 
EN GLUTAHATO GLICINA 

T•bl• 11 Tabla comparativa de las act1v1dades de las glutamato 
dean1drogenasaa de las cepas silvestre SZ88C y mutante G 2 en 
•c1do glutAmico o amonio como Onica fuente de nitrógeno. Ac
tividad especifica como m1cromoles de HAO consumido por m1l1gramo 
de protelna 

GDH-NAOP (910) GOH-NAO (CAT) 

GLU Ntt•4 Ntt•4 

S288C G2 S288C G2 S268C G2 

6 hrs 0.49 0.049 0.81 0.692 N.O.• N.O. 

f2 hrs 0.25 0.45 0.57 o. 543 N. D. N.O. 

Z4 nrs 0.095 0.18 0.095 o. 127 0.027 0.043 

•N.O. No Detectable 



Fi1ura (IJ Cepa s1lv~stre $26HC. Panel A: 

determinado por densidad Opt1ca a 650 nm (O.O.); Panel B: Pozas de 

acido glut&m1co intracelular en m1cromoles por mg de protetna; 

Panel e: actividad especifica de glutamato desn1drogenasa 

dependiente de NAO (GDH-NADI expresada en m1cromo1as de NAO 

consumido por minuto por mil 1gramo de protetna. 
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Figura CZ) Cepa mutante G 2. Panel A: Crecimiento, determinado 

por densidad Optoca a 650 nm (O.O.)¡ Panel B: Pozas de bc1do 

glutamico intracelular en micromoles por mg de prote1na Panel 

e: actividad especifica de glutamato deshidrogenasa dependiente 

de NAO (GOH-NAD) expresada en m1cromoles de NAO consumido por 

minuto por miligramo ?e protefna. 
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Fitura (31 Cepa mutante G 2, cultivada en Ac1<10 glut.IMnico

gl icina. Panel A: Crecimiento determinado por densidad Opt1ca a 

650 nm (O.O.) y act1v1dad especifica de GDH-NAD; Panel e: pozas 

de glicina (derecnal y Ac1do 91utAm1co (1zqu1erda). 
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Figura C•I Cepa silvestre 5288C, cultivada en éc1do glutémico

glicina Panel A: Crecimiento determinado por densidad Optica a 

650 nm (O.O.) y act1v1dad especifica de GDH-NAD; Panel B: pozas 

de glicina (derecha) y Ac1do glut&mico (izquierda) . 

_,'.·'.• "·' .. 
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Fiaur• (6) Crec1m1ento de las cepas mutante G 2 y si tvestre 

S288C en &c1do gtutam1co-9l 10K1lato determinado por densidad 

Optica (O.O.) 
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F1oura (6) lnh1bic1on in vitro de la act1v1áad de glutamato 

deshldrogenasa dependiente de NAO por glioxilato. 
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Figure (7) Sens1b1 l1dad a la temperatura de la act1v1dad de 

glutamato desh1drogenasa dependiente de NAO de las cepas 

silvestre y mutante cultivadas en acrdo glutam1co como unica 

fuente de nitrógeno y en ac1do glut&m1co-gl1c1na. Actividad 

eKpresada como porcentaJe de la act1v1dad 1n1c1al, 
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Figura fB) Crec1m1ento en Acedo glutam1co-g11c1na de las cepas 

S288C y G 2 ,estos crecimientos fueron inoculados con precult1vos 

crecidos por 12 o 24 
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Figura (9) Panel A: Crecimento de la cepa s2aac en acido 

glutamíco glic1na,despues de haber sido pre1ncubada por 4 hrs en 

SH :medio mlnimo sin n1tr6geno,SG :medio m1nimo sin glucosa, o 

HzO Panel B:Crec1m1ento de las cepas S288c y G 2 en ac1do 

glutamico gl icina,despues de haber sido pre1ncubadas por 

hrs en SN: medio m1n1mo sin n1trogeno 

y 4 
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Figura (10) Pozas de g11c1na de las cepas Silvestre S266C y 

mutante G 

nitrógeno. 

provenfan 

Z cultivadas en bc1do glutbmico como ~n1ca fuente de 

Panel A: Experimento inoculado con ce1u1as que 

de un precult1vo de 24 hrs saturado ;Panel B: 

Experimento inoculado con celulas que provenlan de un precultivo 
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