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INTRODUCCION:

Todos los organismos vives s¢ companen bdsicamente de cadenas de dtomos de carbono,
lincales o cfclicas, y de cuatro grupos gquimicos diferentes, gue son combinaciones simples de C,
H, O y N. Estos grupos son: metilo (-CH3), hidruxilo (-CH), carboxilo (-COOH) y umino (-
NHj). La combinacién de cstos grupos forma cuatro grandes familias de moléculas organicas:
azdcares, dcidos grasos, aminodcidos y nucledtidos, compuestos que a su vez forman lus grandes
macromoléculas presentes en todas las células: carbohidratos, Ifpidos, protefnas y dcidos
nucleicos (DNA y RNA) .

El nitrégeno, aunque existe en grandes cantidades en la atmdsfera en forma paseosa (N3), ¢s
qufmicamente inerte y no puede ser utilizado por la mayorfa Jde los vrganismos, que lo deben

obtener en forma combinada, ya sca como amonio (NHg*), o a partir de compuestos mis

[ lejos como los ami idos. Las plantas obtienen la mayor pane de su nir6geno en forma

de nitratos que absorben de la tierra y lo reducen para formar amonio, aminodcidos y otros
productos, los cuales son utitizados luego por los animales y regresan a la tierra en su forma
reducida. Los microorganismos de la tierra son capaces de reoxidar el NH3 a nitritos y nitratos
que las plantas pueden utilizar nucvamente (Fig. 1). Estos procesos constituyen el ciclo del
nitrégeno

Por otro lado, se encuentran las bacterias fijadoras de nitrégeno que pueden reducir ¢i Ny de
la aumésfera y transformarle en el nitrégeno combinado de la tierra. Dentro de esta clase de
bacierias estdn las del género Rhizobium ,que ademds de ser capaces de fijar nitrégeno, pueden
formar simbiosis con plantas, especificas para cada especie. En esta simbiosis la bacteria recibe
¢l carbono fijudo por la fotosfnteis de la planta y a cambio provee a la planta de nitrégeno fijado
(Fig 1). El espacio en la tiemma donde se encuentran las distintas especies de  Rhizobium,se

denomina riz6sfera, y es parte integral de! ciclo del nitrdgeno.



AMINO ACIDOS

e N

PLANTAS ANIMALES
NO ————+ BACTERIAS FIJADORAS DE —— NH
3 NITROGENO 3
nitratos I
2
BACTERIAS NITRIFICANTES BACTERIAS NITRIFICANTES
Nitrobacterian Nitrosomonas
NO,
Nitritos

Figurea : Ciclo del Nitr6geno

Todos los organismos se ven afectados por el medio ambicnte que los roden, y en éste
pueden variar los tipos de fuentes de carbono o de nitrégeno a los que tienen acceso.
Dependiendo de estas fuenies se activan diversas rutas metabdlicas; por ejemplo, si 1a fuene de
carbono presente ¢s la glucosa, todas las enzimas que participan en la gluctlisis se encuentran

activadas ¢n ¢l citoplasma. En la glucélisis, una molécula de glucosa se transforma en dos



makéeulas de piruvato, y o partic de clo, dos malécalas Je ADP y dos de fosfata inorgdnicy, se
convierien en dos de ATP. En los organismios aerébicos, b glicolisis es ¢l preludio det ciclo de
Krebs y de la cadena de transporie de clectrones, de @l manera que  ¢n eS10S Procesos se
aprovecha al miximo la energfa que contivne fa glucosa. En las eflulas cucariows, en
condiciones serdbicas, ¢l piruvato es transportado al interior  de las milocondrias: donde se
convierie en Acetil Co A y es oxidado hasta COp y H20. Cuiando o) oxfgenu ey insuficiente, ¢
piruvap se reduce hasta lactato por fa factato deshidrogenasa. Los niveles de piruvato y ATP
varfan segin la fuenwe de carbono, y afectan directamente fas concentraciones relativas de los
mtcrmediarios def ciclo del deido cfirico que se fleva a cabo dentra de ias mitocondrias. Por oiro
tado, st la Juente de carbono es etanol, éste se utiliza por la ruta metabdlica de la aleohol
deshidrogenasa, A partir de una moléeuls de ctanol se obtiene una moléculs de acetaldehido y
luego €ste se transferma en acctate y en acctlCoA, que alimenta al ciclo de Krebs (fig. 2). Sin
embargo, el rendimiento ncto de ATP y electrones resulta menor gque cuando la fuente de
carbono es plucosa. En general, dependicado de fa fuente de carbano 2 la que tenga acceso un
organismo se modifican muchfsimo los metabolitos de la céfula.

El 2-oxoglutarate s¢ forma originalmente a partir de fa condensacién de acetil coenzima Ay
oxalaceiato, que se wansforman en citrato, ¥ luego cn isocitralo y cetoglutaralo, Este, al
aminarse con amonio, por aceién de la glutamato deshidrogenasa, wtilizando NADH o NADPH
como cofactar, da Jugar a &cido glutdmica. Las pozas de 2-oxoglutarato varfan scgin la fuente
de carbano 2 la que teaga acceso ¢b organismo, ¥ éste es uno de los factores que afecia
dicectamente la asimilacién de amonio : cuando hay un exceso de plucosa, la asimilacion de
amonrio auments junto con el 2-axoglutarato. Si ta fuente de carbonn no es abundante, o cs
etanol, Ia asimilacién de amonio disminuye, porque en este caso, en gran pane debido a su més
lenta utilizacion, las pozas de piruvaio y ATP son menores, y por §o tanto, ambién la poza de 2-
oxoglutarato. Es a nivel de esta molécula donde convergen el metabolismo del nitrdgeno y ef

metabolismo de carbona,
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LAS ENZIMAS QUE PARTICIPAN EN LA ASIMILACION DE AMONIO, CARACTERISTICAS
Y EJEMPLOS:

Nosotros estamos i dos en las dift rutas de

cidn de amonio cn la levadura

Saccharomyces cerevisiae, asl como cn las condiciones en se presentan y en su regulacidn, A

continuacién se pr las diferentes vias de asimilaci6n de amonio que ban sido descritas, las

enzimas que participan y sus caracterfsticas, asf como ejemplos de las mismas.

En varios organismos unicelulares procariotes y eucariotes sencillos como: Escherichia coli,
Neurospora crassa, Aspergillus, Saccharomyces cerevisiae y Candida, el amonio cs asimilado
principalmente a través de la deshidrogenasa glutdmica. Esta enzima cataliza la aminacién
reductiva del 2-oxoglutarato por NH3  de manera reversible , ya sea utilizando  NADPH o
NADH.

GDH + NADP
2-Oxoglutarato + NH4* + NADPH) ----oeee ceeeenes > Acido Glutdmico + NADP+

GDH + NAD

La K de esta enzima es de | mM, tanto para ¢l 2-oxoglutarato como para ¢l amonio, lo
que sugiere que no funciona cuando la concentracién de amonio es baja.

En algunos microorganismos, la GDH dependiente de NADY  parece tener una funcién
catabélica, (***Por qué? Hay distinwas constantes de cquilibrio o valores de las KM's?) mientras
que las enzimas que utilizan NADPH sintetizan glutamato principalmente. Por su parte, las
bacterias entéricas solo ticnen GDH dependiente de NADPH. Las mutantes que no ticnen GDH
no poseen un fenolipo caracterfstico, no necesilan glutamato para crecer y crecen como la cepa
silvestre en concentraciones altas y bajas de amonio, asf como en otras fuentes de nitrégeno.

En S. &yphimurium ,aunque la GDH no es reprimida en presencia de glutamato, su alta Ky,



por el 2-oxoglutarato sugicre que solo actia en ta biosfntesis del glutamato.(ref)
El dcido glutSmico, en presencia de amonio y ATP es convertido a glutamina, en la reaccién

catalizada por la glmamino si (GS). La gl ina dona su niwrdgeno en la sfntesis de

aminodcidos, purinas, pirimidinas, glucosamina-6-P y dcido p-aminobenzoico (Fig 1) por lo que
la glutamino sintetasa se considera una enzima clave en el control metabélico (Shapire y

Stadtman, 1970).

Polimceridos
Acidos rnctica s
GLUTAMINA cz':ocl.m'mm
NH) + ATP GLUTAMATO GLUTAMATO

NADP
Gloixmate Deshidrogranse
PH
2. CETOGLUTARATO

+
NH»

Figura 3: Metabolismo de Ia glutamina



La glutantino sintetasa (GS) es una enzima ampliamente distribuida en microorganismos,
tejidos animales y plantas superiores. En el cerebro, hfgado y cientos microorganismos, las
glutamino sintetasas esidn compuestas por ocho subunidades iguales en forma de cubo, mientras
que la de E. coli s dudecamérica; el peso molecular de las subunidades varfa entre 44,000 y
50,000 Da. La composicién de aminodcidos y la estructura de sus subunidades también varfa cn

los diferentes organismos (Meister,1970).
Acido Glutdmico + NHg4% + ATP --ceeennene > Glutamina + ADP + Pi.

En estudios realizados en E. coli y otras bacterias gram-negativas, se ha encontrado que los
nivelez de GS y su actividad catalftica estdn sujetos a un control rigurnso y muy complejo;
ademds de la inhibicién por retroalimentacién de diversos productos del metabolismo de la
glutamina y la modulacién por iones metdlicos divalentes, las bacterias gram-negativas han
desarrollado una regulacion en la actividad de GS en cascada formada por dos ciclos enzimdticos
que se encuentran estrechamente relacionados: adenilacion-desadenilacién  y unidilacion-
desuridilacion (Shapiro y Stadtman, 1970).

Como podemos ver, existen dos enzimas centrales, capaces de asimilar amonio: la GDH-
NADP y la GS.

En 1970, Tempest y cols. reportaron la exisiencia de una ruta altemativa para la sfntesis de
glutamina al tratar de explicar por qué un cultivo de Klebsiella aerogenes limitado en nitrégeno
es capaz de crecer en un medio con glucosa, amonio y sales minerales, cuando en estas
condiciones las cétulas carecen de actividad de GDH, y la actividad de la GS ests aumentada.
Por otro lado, la incubacién de extractos libres de células en presencia de glutamina, 2-
oxoglutarato y NADPH, induce a una considerable sfntesis de glutamato. Tempest y cols.
concluyeron que en cultivos de K. aerogenes en estas condiciones, la sfntesis de glutamato
procedfa mediante la glutamino sintetasa y una nueva enzima que se denomind  “Glutamina

(amido): 2-oxoglutarato amino tranferasa oxido reductasa (NADP)" o glutamato sintasa



(GOGAT).

Las mutantes de E. coli, K. aerogenes y S. typhimurium que no tienen actividad de GDH no
requieren ghvamato para crecer, 1o que indica que existe una ruta aliemativa para la sfnlesis de
glutamato. Las mutantes glr B (lesién en el gene de la glmamato sintasa) derivadas de las
mutantes gdh sf son auxétrofas de glutamato , mientras que cepas que sélo carecen de la GDH
son capaces de crecer en un medio minimo de glucosa con grandes concentraciones de amonio.
Estas cvidencias también indican que las bacterias entéricas tienen dos vias para sintetizar

glutamato a partir de amonio, la vfa GDH-GS y 1a via GS-GOGAT .

GOGAT
Glutamina + 2-oxoglutarato + NADPHy -----emeeens > Arido glutdmico + NADP+

Hasta el momento en que Tempest y cols. (1972) describicron esta nueva ruta. no s¢ sabfa
como algunas bacterias que carecfan de GDH podfan asimilar amonio y sintetizar glutamato
como eran: E:.wlnia c.arommva, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium (Tyler 1978). Meer y Tempest encontraron y caracterizaron actividad de GOGAT

_en todas estas bacterias,

Tempest y sus colaboradores encontraron un mfximo de actividad de la GOGAT, bien
definido a pH 7.5-8, una Km aparente entre 0.1-2 mM para el 2-oxoglutarato y entre 0.2-1.8 mM
para Ja glutamina. El Nat y ¢l K* no inhiben 1a actividad, mientras que el Mg++ sf 1a inhibe. Esta
enzima tiene una alia especificidad por sus substratos, ya que comnpuestos como ¢l piruvato,
oxalacetato, 2-oxobutirato y 2-oxoisovalerato no substituyen al 2-oxoglutarato; Tampoco la
glutamina puede ser substiuida por asparagina, citrulina, arginina o urea.

A partir del trabajo de Tempest y cols. (1970), 1a GOGAT se estudi6 en diversos organismos
procariotes y eucariotes, al igual que en plantas superiores, donde el papel de 1a GDH no estaba
claro. Uno de los aspectos mds interesantes en cl estudio de la GOGAT ha sido definir el papel

fisiolégico y la regulacién coordinada entre esta enzima y la GDH-NADP.



En bacterias como Klebsiella pneumoniae (Nagaani ¢t al.1971), Enterobacter aerngenes y
Pseudomonas fluorescens (Meers ct al, 1970) la via GDH-GS predomina cn altas
concentraciones de NH4* mientras que en bajas concentraciones de NHg4*+ funciona la vfa GS-
GOGAT: sin embargo, en Azospirillum brasilense las mutantes con baja actividad dg GOGAT
son capaces de crecer en NHg* pero no en Ny, NO4~, o fonmas orgdnicas de nirégeno,
incluyendo el glutamato.

Poco se conoce sobre la regulacién de la GOGAT, en limitacién de amonio, Meers y
Tempest (1970) encontraron en K. aerogenes allos iiveles de GOGAT, a diferencia de cuando
habfa un exceso del mismo. Magasanik (1973), sin embargo, encontrd que en una cepa diferente
du K. aerogenes los niveles de GOGAT son menores en concentraciones limitadas de amonio o
glutamina que cuando las células se crecen en exceso de estos compuestos.

Los cultivos de K. preumoniae en medio mfnimo, en exceso o limitacién de amonio, tienen
los mismos niveles de GOGAT, y cuando se crece K. aerogenes o E. coli en medio minimo con
glutamato como Gnica fuenie de nitrégeno, los niveles de GOGAT son bajos (Tempest y cols.
1970).

En un cswdio extenso realizado por Brenchley y cols. (1975), en S.uyphimurium sc
encontraron altos niveles de GOGAT en células silvestres crecidas en medio mfnimo con exceso
de amonio, independientemente de la presencia de glutamato o glutamina. Sin embargo, cuando
el medio se suplementa con aspartato o una combinacién de amino4cidos que inhiben la actividad
de G8, los niveles de GOGAT bajan. Cuando las concentraciones de glutamato o glutamina son
limitadas, y cuando las células se crecen en glutamato como Gnica fuente de nitrégeno, la
actividad de GOGAT tamhién es muy baja. Estas observaciones se pueden explicar con un
modelo en el que un exceso ¢n las pozas de glutamato, el producto final de la GOGAT, o muy
bajos niveles de glutamina o amonio, reprimen la sfntesis de la enzima. Este modelo concuerda
con los datos en S.eyphimurium y E. coli de que cl glutamato se transporta lentamente a la
célula; en este caso las pozas de glutamato son altas cuando el medio es completo o cuando ¢l

medio mfnimo se suplemcenta con aspartato, pues el aspartato sc transporia y se metaboliza
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rdpidamente en glutamato.

La sfnisis de 1a GOGAT estd regulada, pero no se sabe cOmo, ni si Ja regulacién esta
relacionada a los elementos de control de la GS.

El sistema GS-GOGAT constituye una ruta alternativa a la vfa GDH-GS cn la asimilacién de
emonio. Se ha visto que 1a vfa GDH-GS funciona en carbono limitado y alto amonio, micntras

que 1a vfa GS-GOGAT f{unciona cn amonio limitado (Tempest et al 1970).

LA ASIMILACION DE AMONIO EN DIFERENTES ORGANISMOS:

En la literatura podemos encontrar muchos ejemplos de las diversas vias metabélicas que
pueden utilizar diferentes organismos segdn la cantidad disponible de nitrégeno.
Eschericia coli y Klebsiella aerogenes :

La GDH-NADP dependiente de E. cali , esté conslituida por seis cadenas polipeptidicas
idénticas con un peso molecular de 50,000 (Sakamoto y cols., 1975). La GS de esta bacteria
puede existir en dos formas catalfticamente interconvertibles, cada una de sus doce subunidades

puede ser adenilada. La adenilacién disminuye su actividad y ia hace sensible a la regulacion

alostérica por productos finales (Shapiro y cols.1968, Hening y Ginsburg,1971).

La GOGAT ha sido purificada en E. coli (Miller y Stadtman 1972) y en K. aerogenes
{Meister, 1974). En ambos casos es una flavoproweina fierro-azufrada, formada por dos
subunidades de diferente tamafio, la subunidad pequefia liene un peso molecular similar en ambas
especies (53,000) y la subunidad grande ticne un peso molecular de 175,000 en K. aerogenes y
de 135,000 en E. coli.

La composici6n intracelular de 1a GOGAT no es clara, Stadtman (1972) reporta un peso
molecular de 800,000 en E. coli o que indica una asociacién de 4 dfmeros, mientras que
Meister(1974) reporta actividad en un solo dfmero en K. aerogenes.

En K. aerogenes se ecncontré que el sitio de uni6n de Ja glutamina estd en la subunidad mds
grande, mientras que el amonio se asocia a la subunidad pequeiia.

Los genes estructurales de 1a subunidad grande y pequeda han side denominados ghB y ghD



respectivaments (Garciarrubio y cols., 1983). Estos genes fueron clonados por Lozoya y
cols.(1983). Las mutaciones en ¢l gene ghtB afectan la biosintesis de GOGAT y confieren
fenotipo Nt es decir, estas mutantes son incapaces de utilizar arginina o prolina como fuente
de nitrégeno (Pahel y cols.,1978). Brenchley y cols., (1973) reportan que estas mutantes también
son incapaces de desrreprimir a 1a GS en limitacién de amonio.Por otro lado, s¢ ha encontrado
que algunas mutantes alieradas en el gene gltB no pueden activar el transporte de metilamonio
(Servin-Gonz4iez y Bastarrachea, 1984).

En 1988, Castaiio y cols. establecieron la exisiencia del operén gltBDF, esic operén
comprende los genes que codifican para cada una de las dos subunidades y un tercer gene, cuyo
producto parece estar involucrado cn la regulacién del operén Nir. Los resultados de estos
autores indican que el fenotipo pleiourdpico presentado por mutaciones en gilB, se debe a un
efecto polar sabre gilF.

En E. coli, Miller y Stadtman (1972) no encuentran cambios cn la actividad de GOGAT, en
limitacién de amonio pero pueden ver como los niveles de GS desadenilada aumentan, mientras
que en exceso de amonio, fa GS se reprime y adenila; sin embargo en otras bacterias como K.
aerogenes, entre otras (Tempest y cols.,1970) la actividad de GOGAT aumenta ca limitacién de
amonio. En el estudio fisioldgico realizado en E. coli por Senior (1975), la vla de asimilaci6n de
amonio es la GDH-NADP, ain en cultivos limitados de amonio. Como se puede apreciar no estd

claro cual serfa ¢! pape! fisiol6gico de la vi2a GS-GOGAT.

Bacillus subtilis:

En esta bactera, 1a GS juega un papel muy importante en fa asimilacién de amonio, ya
que en ella no se ha detectado actividad de GDH biosintélica (Freese y cols.,1964); 1a GS no se
regula por adenilacién-desadenilacion, sino por la fuente de nitrégeno, y estd sujeta a inhibicién
por glutamina y por productos finales del catabolismo de este aminodcido (Devel y

Prusiner,1974). En este organismo la vfa de asimilacién de amonio cs la GS-GOGAT y mutantes
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alteradas en GOGAT son auxéuofas de glutdmico (Dean y Aronson,1980). La actividad de

GOGAT se reprime en presencia de glutamato y se desrreprime en amonio o nitrato (Fui Lin Pan

y Coote,1979). La GOGAT dc B.sublillis ests comp por dos subunidades, codificadas por
los genes gltA y ghtB (Desphande y Kane,1980); estos dos genes han sido clonados (Bohannon y
cols.,1985). Se ha podido estudiar que la regulacién de la GOGAT determinada por las fuentes

de nitrégeno es a nivel de transcripcidn del ADN.

Neurospora crassa:

Este es uno de los microrganismos eucariotes donde mejor se ha estudiado la asimilacién de
amonio. La deshidrogenasa gluldmica de Neurospora crassa cstd compuesta por seis
mondémeros iguales, de 452 aminodcidos cada uno (Wootton y cols., 1974). La actividad de esta
enzima es mayor cuando se cultiva el hongo en amonio o nitrato como fuentes de nitrGgeno, y
disminuye cuando las fuentes de nitrégeno son dcido glutdmico o glutamina; esto se regula a
nivel de la sintesis de protefpas (Herndndez y cols., 1983). Este hongo posce una glutamino
sintetasa compussta por dos monémeros diferentes (o y f), que poseen una mobilidad
clectroforélica difcmnu: (Sdnchez y cols.,1980). Los mondmeros o y B constituyen diferentes
enzimas con formas tetramérica y octamérica, respectivamente (D4vila y cols., 1980).

L.a glutamato sintasa de N, crassa ha sido purificada, y se compone de un sole monémero de
200,000 D (Hummelt y Mora,1980). El gene estructural fue identificado en 1986 por Romero y
Ddvila. Mora y cols. reportaron en 1987 que esta enzima se regula negativamente por algunos
cetodcidos.

La actividad de GDH-NADP ea N. crassa es similar en limitacién o en exceso de amonio, y
1a actividad de GOGAT no aumenta en limitacion de amonio (Lomnitz y cols.,1987). Aunque se
ha reportado que {a GS tiene una mayor afinidad por amonio que la GDH-NADP
(Woolton,1983), Lomnitz y cols. concluyen que esta dltima tiene una mayor capacidad de
asimilar amonio. Los resultados obtenidos por Lomnitz, y cols. (1987) y Calderén y Mora

(1985}, les han permitido proponer que la funcién principal de GOGAT en N. crassa ¢s la de
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reciclar parte del nitrdgeno orgdnico de glutamina a glulamato, inte en limiticién como en
excesv de amonio, Sin embargo, estos autores sefalan que esta funcidn cobra importancia en fa
limitacién de amonio, ya que en esta condicién, 1a GS, debido a su alta afinidad por amonio,

podria agolar fa poza de dcido glutdmico. E! pape!l de la GOGAT serfa reciclar la glutamina hacia

ol

4cido glutdmico, manieniendo un cociente gl ato aducuado. La propuesta de estos
aulores resulta importante, pues cs la primera vez que se le adjudica un papel diferente a fa

GOGAT yue el de sfntesis de dcido glutdmico en limitacién de amonio.

Plantas:

En 1974, Lea y Miflin presentaron por primera vez evidencia de la existencia de GOGAT en
cloroplastos de Pisum Sativum. Hasta entonces se sabfa que en plantas superiores la actividad
de GDH era baja, y su afinidad por amonio muy alta, mientras que la afinidad de GS por amonio
cra menofr, lo que sugerfa que esta enzima era la encargada de asimilar amonio, pero tenfa que
exislir adem4s una enzima que transfiriera el grupo amido de la glutamina al grupo amino de
glutamato. Una diferencia importante que encontraron estos autores en la GOGAT de
cloroplastos fue que ulitizaba ferredosina (Fd) como reductor en vez de NADH como en otras
GOGATs.

A partir del trabajo de Lea y Miflin(197+4) se empez6 la caracterizacitn de las GOGATS en
plantas superiores. En estos organismos se han descrito dos actividades diferentes de GOGAT,
cada una requiere un donador de electrones especifico; una utiliza ferredoxina (Fd) como
reductor y Ja otra utiliza NAD(P)H (Suzuki y Gadal,1984). Ademds de su especificidad por el
reductor, estas dos enzimas difieren en peso molecular, cinética y antigenicidad indicando que

son dos protefnas estructuralmente diferentes (Suzuki y Gadal, 1984).

En la mayorfa de las plantas, la glutamino si {(GS) ylagl > sintasa (GOGAT)
son las enzimas claves en la asimilacién de amonio, derivado ya sea de fueates del nitrégeno det
medio o del mewbolismo interno de nitrégeno, como el catabolismo de aminodcidos o de la

fotorrespiracitn.



Algunos estudios realivados en leguminosas indican que estas plantas poseen varias isoformas
de la GS. En frijol cxisten dos isoformas que se encuentran lanto en hoja como en rafz. Por otro
lado, en la hoja existen a su vez varios polipéptidos de GS especificos de este tejido: ademds, se
ha reportado una tercera isoforma en los nédulos (Lara y cols., 1985).

La GOGAT-Fd es abundante en los tejidos verdes (Matoh y Takahasha, 1982; Wallsgrove y
cols., 1982; Botella y cols.,1988). En de Arabidopsis thali alleradas en la

fotorrespiracion se ha demostrade que fa GOGAT de la hoja es esencial para la reasimilacitn de
amonio proveniente de este proceso en hojas verdes (Somerville y Ogren,1980; Kendall y cols.,
1986). Por otro lado, el grupo de Osmond y colaboradores (1982), usando NI13, siguiendo la
marca incorporada a 4cido glutdmico y glutamina demostraron que la via GS-GOGAT-Fd estd
involucrada en la rcasimilacién de amonio durante la fotorrespiracién. Este mismo grupo
propuso que este proceso se da en los cloroplastos donde se localiza la GOGAT-Fd.

Esta enzima también s¢ encuentra en tejidos de mafz no fotosiméticos, como la rafz (Suzuki y
cols.,1982) y nddulos (Suzuki y cols.,1984a) aunque todavfa no se comprende su imponancia
fisiolGgica.

La GOGAT-Fd de hojas verdes es una protefna monomérica de 160-140 KDa, y contienc un
grupo Fe-Sy flavinas (FAD y FMN) (Hirasawa y Tamura,1984; Marquéz y cols., 1988).

La GOGAT-NADH se ha reportado en rafz de mafz (Suzuki y cols,1984b), brotes (Maich y
cols., 1980; Suzuki y Gadal, 1982) y nédulos (Groat y Vance, 1980; Chen y Cullimore, 1988).

Parece ser una flavop Fe-S compuesta por un solo polipéptido de 200-240 KDa. La

GOGAT-NADH se induce en nédulos de leguminosas paralel a la ni yal

leghemoglobina, por lo que se piensa su papel sea la asimilacién de nitrégeno al comenzar la
fijaci6én de nitrégeno por los bacteroides.

En nédulos de rafz de alfalfa, Anderson y Milter (1989) puriticaron a la GOGAT-NADH para
producir anticuerpos policlonalcs; estos autores reportan un protocolo de purificacién donde la
actividad cspecffica se incrementa 208 veces; 1a enzima que purifican es un monémero de muy

alto peso molecular: 200 + 7 Kd, con un punto isoeléctrico de 6.6, una Kim de 466pM para la
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glutamina, de 33uM para ¢l 2-oxoglutarato y de 4.2uM para of NADHL El anticuepo que
obtuvieron tene reaccidn cruzada con extractos de chicharo, clavo, uébol, soya y frijol, con una
bandi de peso molecular similar,

En hojas de tomate se ha logrado separar por cromatograffa de intercambio ‘{(mim dos
formas de glutamato sintasa, una dependiente de NAD(P)H y oura dependiente de Fd, la
GOGAT que es NAD(P)H tiene valores de Km de 0.5mM, 0.3mM y L7uM para la glutamina, el
2-oxoglutaruto y ¢l NADH, respectivamente, mientras que la enzima dependiente de Fd tiene
valores de Km de 0.5mM, 0.2 mM y 0.2uM para la glutamina, ¢l 2-oxoglutarato y ¢l Fd,
respectivamente. La mayor diferencia se encuentra en las afinidades por sus respectivos
donadores de electrones que es 8 veces menor para el Fd que para el NAD(P)H.(Avila y
cols, 1984).

Cullimore y cols. (I988') han reportado la existencia de dos actividades de GOGAT-NADH
dependientes de rhizobia en los nédulos de frijol. Una parece ser espectfica de la rafz y la otra de
nddulo, se induce al comenzar la fijaci6n de nitrdgeno. Es posible sepurar estas dos enzimas por
cromatograffa de intercambio i6nico y las constantes de afinidad por sus substratos son
diferentes.

En estudios realizados por Chie y cols. (1979) con células de soya en cultivo, variando la
concentracion de diferentes fuenies de nitrdgeno, las actividades de las enzimas GS y GOGAT-
NADH aumentan segdn ¢l crecimiento: en condiciones donde el crecimiento es pobre se obtiene
menor cantidad de enzima y cuando el crecimiento es bueno se obticne mayor cantidad de
enzima. Ademds, esta enzima estd regulada por la fuente de nitrégeno, mientras que la actividad
de l1a GDH no se ve afectada, (Chiu y cols., 1979).

La expresidn de las dos GOGAT se ve influenciada por factores ambientales como la luz y las
fuentes de nitrégeno (Watanabe y cols., 1985; Hecht y cols.,1988). En broles jévenes y tallos
ctiolados de mafz, la actividad de GOGAT-Fd ¢s baja y va incrementando conforme la planta va
creciendo y poniéndose verde, mieniras que la actividad de GOGAT-NADH no cambia o por el

contrario, decrece en las hojus verdes maduras.



La GOGAT-NADH! de nédulos de leguminosas tiene una alta especificidad por sus
substratos, especialmente por el 2-oxoglutarato; otros dcidos como el succfnico y el oxalacetato
inhiben competitivamente su actividad (Boland y Court, 1981) y también es susceptible a la
inhibicién competitiva por NAD (Boland y Benny, 1977). El significado biol6gico de estas
inhibiciones no ha sido estudiado.

La coexistencia de la GOGAT-Fd y 1a GOGAT-NADH es un fenémeno comin en las plantas
superiores, probablemente debido a las diferentes funciones fisioldgicas de cada una, y a que la
expresién de estas dos enzimas parcce estar bajo un control regulatorio diferente.

El estudio de Iz expresion de la GOGAT-Fd se ha facilitado gracias a la clonacidn y
caracterizacién del ¢cDNA que codifica para esta enzima en mafz (Sakakibara y cols., 1990). El
cDNA codifica para 1616 amino4cidos; compantarte el 42 % de aminodcidos idénticos con la
subunidad grande de E. coll ,y también compartc homologla con el flavocitocromo b2 de
levadura. Estos autores pudieron confirmar los resultados anteriores de que en hojas verdes
habfa mayor actividad de la enzima, pues con ¢l andlisis de mRNA encuentran 8 veces mds en

hojas verdes que en hojas etioladas.

Saccharomyces cerevisiae:

Este hongo posec una GDH-NADP dependiente; su gene estructural se ha denominado
GDHI; las mutantes de este gene tienen un tiempo de duplicacién una hora mayor que la cepa
silvestre (Drildien y Lacroute,1972), y crecen utilizando la via GS-GOGAT (Folch,1986).

La actividad de GDH aumenta cuando sc cultiva la levadura en amonio como fuente de
nitrégeno y disminuye en presencia de 4cido glutdmico (Roon y Even,1973),

Cuando sc priva de glucosa a Ia levadura, la actividad de GDH disminuye (Mazon y
cols., 1978}, debido a la degradacidn de 1a enzima. Por otro lado, 1a GDH-NADP no se induce en
mutantes que presentan una alieracién en la aconitasa, y por lo tanto no sintetizan 2-

oxoglutarato (Gonzdlez y cols.,1985); esto sugiere que el 2-oxoglutarato o algin intermediario
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del ciclo de Krebs, son moduladores positivos de la actividad de la enzima (Gonzdlez y
cols., 1985). La actividad de Ja GDH wmbién disminuye cuando la concentracién intracelular de
amonic aumenta, posiblemente debido a una represién de la sfntesis de la enzima (Bogodiez y
cols., 1985). Esta disminucién podrfa interpretarse como un mecanismo para impedir  que la
poza de 2-oxoglutarato s¢ agole.

La GS de S. cerevisige, estd compuesta de 10-12 monémeros de un peso molecular de
43,000 (Mitchell y Magasanik, 1983). El gene estructural de esta enzima fué clonado por
Gonzdlez y cols. en 1984, La GS esuf regulada por las fuenwes de nitrégeno (Dubois y
Grenan,1974) y la induccién de esta enzima corvesponde a una sfntesis de novo (Mitchell y
Magasanik, 1983). Por otro lado, la actividad estd regulada por un sistema de inactivacién
irreversible, posiblemente proteolitico (Mitchell y Magasanik, 1984):

Existen tres sistemas regulatorios de la GS en S. cerevisiae; el primero depende del producto
de Gin 3, y corresponde a los niveles de glutamina; el segundo mediado por el GCNY es ¢l
control general de los aminodcidos, que acopla la destrepresion de varias enzimas biosintéticas a
la privacién de. aminodcidos, y €l tercero responde a la limitacién de purinas (Mitchell y
Magasanik, 1984).

En S. cerevisiae sc ha reportado la existencia de la actividad de GOGAT (Roon y
cols.,1974). Esta enzima ha sido purificada a2 homogencidad y sc ha encontrado dque estd
formada por dos subunidades, con pesos moleculares de 169,000 y 61.000 (Roon y cols., 1974;
Masters y Meister, 1982).

En _S. cerevisiae, 1a GOGAT ha sido poco estudiada, y su acuividad no parece variar al
modificar las condiciones de cultivo (Roon y cols.,1982).

Los resuitados de segregacién encontrados por J.L. Foich (ver artfculo anexo} al tratar de
aislar una mutante de GOGAT con una cepa que era GDH-, indicaban ia necesidad de dos
mutaciones para obtener una auxotrofia de fcido glutdmico. Lo que nos encaniind a tratar de
diferenciar bioqufmicamente dos actividades diferentes de GOGAT, como s¢ puede ver en et

artfculo encontramos dos pH 6ptimos diferentes por o que a continuacidn quisimos tratar de
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definir el papel fisioldgico de la GOGAT en 5. cerevisiae midicndo las dos actividades tanto en
limitacién de amonio como en diferentes fuentes de carbono como ctenol y acetato, diferentes
condiciones de acreacidn: microaerofilia y superagitacién y medir la sensibilidad a diferentes

posibles inhibidores.

MATERIALES Y METODOS:
Los materiales y métodos son los mismos descritos en el trubajo publicado variando

dnicamente las fuentes de carbono, siempre a una concentracién final de 2%.
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A mutant of Saccharomyces cere

jae that lacks y.lulnmulc synthuase u.()(‘. AT activtty has been isolated,
) " )

This mutant was ohtained after chemica

of a NADI™
The gdh gus mulant is a glutamate auvetroph, The genetic analysis of Ihr gus mutant showe
GOGAT-less phenotype s due to the presence of two loosely linhed mutation s,
suggests the possibility that §. cerevisiae has two GOGAT activities, designate{
These uctivities can be distinguished by their pit optima and by their regulution

s mutant strain.
“ the
vidence s 1, esented whrh
GAT % und GOGAY B,
3y grutamate. ¥urthe mor

one of the mutations responsible for the GOGAT Jess pheaotype affected GOGAT A activity. while the other

mutation affected GOGAT B activity.

Glutamite bivsynthesis can be achieved through the pe-
dmuvc amination of 2-oxoglutarate citalyzed by NADP"-
J { ! (Nz\l)l" -GDH) (). In

Luboratorics. Detroat, Mich.t Gidcose 127 fwiival]) was
used as the carbon source, and 40 mM (NI{,1,50), was used
as the nitrogen source. Amuno acids needed to satisfy

1970, Tempest et al. (24) ! I the existence of an
alternative pathway for glutamate biosynthesis in Kiebsicta
avcrogenes. This pathway comprised glutamate sy nthase
(GOGAT)Y and glutanune synthetase. The functivn of this
s been dcmum'muu in scvcml nmroorgmismﬂ

q were added at 0.0157 (wivol)
Celis were incubated at 30 with agitation {75 rpm).
Growth was monitored by measuring optical density at 636
nm, Fed-batch ammonun-limited cuituges were achicved as
previowsly descrbed (14,

and mutant selecthan. Mutants with impaired

of the | e
is in smmonium .mmnl.umn .md Q.|ul b
230,

mite bi th unsder
In Newrospora craswa, GOGAT .llsn .lrp«' st pm an
rule in L crassa (21)

Salmonclla tsphimurium Q6),
mutants lacking GOGAT ac
their churacterization has contnbuted 1o the understanding
of the rule of GOGAT in glutamite biosy nthesis.

Although GOGAT uctivity has been previously detected in
Saccharomyces cerevisiae Q221 the role of GOGAT i glu-
tamate biosynthesis wnd s regudation are poords under-
stood, Mutants altered in NADP " -GDH have been nolated
fram §. cerevisioe (71 The isolution of GOGAT-less mutants
has been reported clsewhere (26); however, their genetic and
physiological characterization has not been published, so the
physiologi function of GOGAT still remainy obssure. Ous
results indicule thut GOGAT pluys a role in glutamate
biosynthesiv under conditions of ammonium excess and thit
under ammanium-hpited conditions, both NADP"-GDH
and GOGAT can partic in the synthests of glutanite.
We also present evidence suggesting that S, cereasdoe has
two GOGAT activities,

1t I»uh. richia coli (5,191
ty have been obtained. und

MATERIALS AND M HODS
Strains. Table 1 describes the chazacteristies of the dit-
ferent strains used in this study
Gruwth canditions. Stratiny were roulinely grown on oin-
imal medium (MM} containing salis. trace clements, and
vitamins following the [ormuky of scest niteoeen hase (Iiico

® Comespomding authar,

NADP -GDH activiny were derived from strain STX21.3A
by a method previously described (7). Tn order (o oblain
mutants with impaired GOGAT activity. a pdh mutant was
treated  with  ethyl methanesulfonate, according to  the
method of Fink (80 After mutageacsis. the cells were
allowed a perind of crowth on MM that contined glutamate,
‘»hu ant cells were enriched tor on MM by uang the antibi-
osyl-polyfungin (20, Cells were spread on MM
pl.ucs with 0.7 glutwmate and meubated a1 30 (. Colonies
that appeared after 3 to 3 days were repliva plated to MM
plites with and without glutemate. Celis that fimied 1o grow
1 the absence of glitamate were punified and further ehar-
J(lcn/ui

Tetrad dissection. Tetruds were dissected by the method of

Fink 8.

Determination of NADP.GDIL and GOGAT activities,
Solukte extracts for cnzyine sssays were prepared by suss
pending whole cells in ther sorresponding extraction butfess
| dssruptor,

and gunding them with glass beadsin o Braon o
NADP .GDH 14145 and NAD-GDH ()
were assayed by lhc method of Doherty (63, GO
1.4.7. 1 was assayed by the methad of Roon et al. (22),
with the assay buffer adjusted to the ditferent pHs. ]
activities Jetected at different pHs were dependert on the
presence of 2eovoglutarate. glutanune, and NADH and were
inhibited by azaserine  Extracts were desalted on a Sepha-
dex S column equilthrated and cluted with the extraction
butfer

Determination of Llullll" lle ooy, Cells were harvested by
vennfugs led i 80 ethapal. and
heated in boaling water for 10 min, Samples were lyophibzed,




ARTIE R L

TABLL U S arrevinr stany
Stran Gty e Sarater of (uhvied
Sinal MATG MO cald CUPE Cold Spnag Hahar
GDIHEGUSTGUNY Labuoeatoey
SIN4A MATo wra s aned thel metl Yeast Genetie Stk
Wl GDHE GUSE GE Y “emer
CN3 MATa ural wns wd died el Fhes study
wuld welh GLNTEGUSY
DB MAle Aot GUHIE GUST Coid Spring Harbor
GUA2 sboritory
CNM MAT« hiv edh GUSE GUS? TIu\ sudy
CNI MalZa s widh qnd 2 s study
DSESAIC MATa 0] GUS GLY Cold Spring Harbur
Laboratory
CNu MATa il gudh e d g Thes study
oNas hiv gusd cus? GO This study
CNJ6 ll{ln hnlnl wdh GUST Thes study
CN1? \M lu mlh xust G Thiy study
N1 MATR has Wl edit This study
CNM MATa wudh gast vus? This study

GLUTAMATE SYNTHASE MUTANTS 6177

TARLE 2 NADPTGDIE- N ADGDEL, and
GOG VEapeaitn acinliey?
Apactof

Stram NaDE-- NAD-GDH wnh

G AT a0 mat

InHae, Pne
V4 U 0 VUt N
0400 0.035 0.001% ND ND
G005 BIRY ML) ND ND
D003 0.02) 10005 0o ND
GOl 00023 (0.00h ND ND
0,002 0.002 (0.0003) ND ND
045 0004110017 0003 013
GO0} 0217 (0,000 0.0032 o.n
0,002 Q.ORO.0076) 0002 0.1
0.005  0.0172 (0.0(49} 0003 014
0003 0.0028 (0.0022) 0004 0.1
Mired eatracty % ND ND ND
(STX21+CNYY”
* For the of NADIP-GiDH and GOGAT, <ells were grown for

and glutamate pools were determined with an AMINCO
amine scid -mal\ur as described previously (10)

oteln i Protein was g d by the
method of Lowry et al. 4151, with bovine serum albumin as a
standund.

Chemicals, Amino acids, cthyl methancsullfonate, and
buvine serum albumin were obtaingd from Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo N-Glycosyl-poly fungin was a kind gift
from Norman J. Pieniazek tDepaniment of Genetics, Univer-
sity of Warsaw, Warsaw. Poland}.

RESULTS

tsolation and characterization of a mutunt altered in
DP*.GDH. A mutanl devoid of NADP*-GDH (CN3
was isolated from a sra2 mutant strain (STX21-4A) by the
methud of Dnllicn and Lacroute (7). Those authors found
that strains carrying the wrel mutation were able to grow on

MM supplemented with ureidosuccinic acid i the presence
. of proline s the nitrugen source but not when this amino

acid was rcpl.nul by ammonium sulfate or glutamic acid.

From a ure2 strain, mulanu which were able to grow on

ammonium ar glutamic were ohtained: these sirains

showed low lesels of \ADI"-(;DH Mutant stran CN30
had NADP'-GDH activay 100-fold tower than ¢ of the

STX214A parental strain and the S288C wild-type strain

iTahle 2). Mutant CN30 was muted with strain DS87-48.

NADP*-GDH activity was determined in cach of the viones

recusered from 19 tetrads. The capacity 1o develop wild-

type enzymalic achivity agamst the 100-fuld-lower activity

found in the CN 36 mutant strain followed a segregation

pattern. Wild-type activity and mutaal steain activity show
standard deviations of 0.013 and 0.0012, respectively. These
data shaw that the alteration present in the pintant CN30 was
due 1o i single gene mutation. Auxotrophic marhers alse
showed @ 2:2 segregation pattern. This cross allowed the
tecovery uf a derivative from CN30(CN11y, which retained
low levels of NADP*-GDH activity (Table 2) und histidine
auxotrophy. CN31 was used to carry out the rest of the
characterization.

The CN3I mutant strain showed o higher douhling time
than that found in the wild-type strin when both strains
were prowa with ammaonium as the nitrogen source (dati not
shown). Similar growth was ohsersed in bath strains when

12 h on MM with ) mM {NH 2,50, plus 0.01% of histidine and 0.019 fysme
NAD.GDH actiity was determined with exiracts obtained fiom cefls grawn
on N mMaNH LSO, ples D 015 Aistidine and € 01F 1y sine or on protine plus
01T hstdene and G.017 Byane. NI, Nat determined

* Expressed as o comles of NADPH audired per minute per multigram of
peecin.
preved s micromoles of NADH oxkfized per munute per mulligram of
protern. The reparted vatues ase the meany of 10 ciperiraenis. Numbers in
pareniheres show the staniard deviations.
+ ¥ Celly were grown for 12 b on MAC
Ptdine. 0 7 tyune, and 17 glutamare

* Evpecied vatue. 222, Eapressed us totad unds of enzyme

40 mM (NH,).50, plus 0.01%

they were mcubated in MM plus glutamate (data not shown}.
This phenotype is similar to the one described for a gdhl
mutant strain (7). Furthcrmore, the residual NADP'-GDH
activity found in extracts obtained from CN30 and CN31
mutant strains showed a higher thermosensitivity than that
tound for the enzyme present in exiracts obtained from
strain STX21-4A (data not shownj, which suggests that the
CN}0 and CN31 mutant struins ¢ty a structural mutation.
The observed uclivity of a mixture of extracts obtained from
CN31 and STX21-4A (Tuble 2) shows that the low activity
found in the CN31 mutant strain is not due to the presence of
an inhibitor in extracts obtained from CNJL. Since it hay
been proposed that the residual growth observed in #
NADP*-GDHess mutant could be attributed to the opera-
tion of the NAD-GDH (11), the acrtivity of this enzyme was
meisured in strain CN31. As expected, the wild-type strain
and CN3t mntant strain showed very low NAD-GDI ac
ity when grown on MM (Table 2).

Isolation and genctic characterization of 2 mutant with
altered GOGAT aclivity. A glutamale auxotroph (CN33) was
isolated from mutant strain CNA1, as described in Materials
and Methods, We followed the protocol deseribed by Po-
laina and Conde (20} and found a frequency of 0.5% for
plutamate  aurotrophs. Strain CN33 retained the low
NADE* .GDH activity present in the CN3 Y parent strain
addition. mutant strain CN33X showed a GOGAT acti
20-fold lower than that found in wid-type and NADP (,I)H
mutant strains {Table 2). The results given above indicate
that ina NADP"-GDi-less genetie background, 2 il
GOGAT activity results in glutamate auxotroph
notypic marker allowed us to analyze the penetic sepreg:
of the mutation(si responsible for the reduced GOGAT
activity and o score glutamate ausatrophy. Following the
rules of genetic nomenchure. we decided to use GUS as the




ey ST RRTRFREN

[IRY 1 B PP

oy anady i ol a

N
oo tetiade
divseste
UNB g ceriwiel USR] i
\I\l\. a
n A4 da hy S ONB G " B
CUNS AL W X
A Bad e s
CNIE VAL mis Bvd cdh gend ~ OUNW i 0

Ve SRy it s N ONH N

toBa ke

o

O

g N

1 0 " 0 [ [ 0
il n o W 4 1t 10
w 0 1" n " 0 0

Mata wdh qund an’

gene mba tor GOGA T Strain UNIS oM Ja Lo wdh ein
cTable Ir wis ablaned than a cross between stun CN13
CMAT den el ) and strain DSXSTLC (A Ta v d GDH
GUS) Stran N3 was then sated sith ~tenn CNBE(Lable
3 and GOGAT-dess segregation sas swored by rephea
Plating on nredia contarning or plus
01 glutainae. Fiteen reteads were analyzed. Five segre-
gated 22 ame sepregated 3 protatrophic 1 glatamate w-
wtiaph, and e seprecated 3 peotottaplue clones Fee
Az ephie narhers showed o L2 stien Pattern 1

2 aegrey
bie 31 We tuther characterisad these clones by determining
GOGAT actvity

hoof the ~tratns of the 15 tetrads. All
the prototrophic clones showed GOGAT actevity, while 1he
agvotrophe, atriams had acoutres which were severalfold
tower than the ones loumd in the wald-ty pe strun o in the
protosrophic seprecants Gl aot shownr Fhese resatis
tndicate that the GOGAT Hess phenolvpe displiyed by the
tnubant stramn CN G swas due o the presence o1 two loosely
linked mutations  Thitn, 11 the tetrds shinung the Vi
seeregation, the plutamate ausclrophic segretant would
Carty the double mulaton prescat i stan CN3L of e
three prototruphic clones. nne would harbor the 1wo wild-
type adletes nresentan the ON3 stram, and cach of the other
T soghd rear one swld-tpe and one matant ddlele: Sivans
CN3 ONGTOONSS nd ONS9 rdable 1 belonged 1o a
tetrad in w hich glutamate aurotrophy showed i 41 segregas
ton patfern As expected. three of them (CN3A, CNYT and
ONXG showed GOGAT wctivinn . whide CN3Y ached thes
activny (able 2

Crimses were pertormed ameng the
bears the two wild .ty pe alieles, \\ml\’( Ny caroes the
mutated genes (Tahle §) liy. and 8 hathor
single pene nunations. These re mlu show that the GOGAT-
less phienpets pe shoss n by striun CN3 318 due o the presen. e
of two lossety inked mutitons

NAD-GDH activities were deternined tor strams CN36,
CNIT CN3ne and ON3Y an oalrats obtained fram cefls
prown with amataniant or profine as e miftogen sources
These strains shawed wild-1ype activsy, und 1he cozyme
was normaliy regelated in these strains cFable 2r

Phenoty pic characterization of strains CNIn, CNI7, ONMS,
and CN3Y. Strans ONIn. ONS7OONY and ON3Y ware
incubated on liqund cultures of MM oand MM plus 0.1
elutamic add in order W analy e the phenats pic behat e of
strains carty e double and ungle gene mutstions (Fig. 1A)
It can be seen that strin CN G showed o dutblng tinie on
MM twofold bigher than that of 1he wili-type stran S288C .
As mentioned abose. this woold be the expectad phenaty pe
for a NADP M mutant strain. Strams CNGS aml CN3Y
showed higher douhling tiates on MAL than dud CN3n . tiaally
CH3 was upable be grow on MM When thewe strains sere

CRrepants

wa

peown on MM plus 5 plutanne acnd. sinular geowih
vurves were obtwned (Fig. THy Fhese resuits indicate that
he partial gh e aunotioghy absenved in NADP-GDH -
fess mutants 1y accentuded in those segregants carry ing
single gene inutations (UN3? and CN3IRJ and that glutamuate
ausotzopliy is attained onty in the double GOGAT-les
mutant.

1t hias been shown mrat when sone mictoorganisms, like
A D speaacs. are grown aoder ammomum mitatoa.
the NADP -GDIH does ot participate i the asamilaion of
this compueund 123, Under thes conditron, the mictabualic
pathway comprising clutamine synthetase @ 00 GOGAT s

for buth tatron iy

\ynmcm 23 In order 1o snalvee the paticpation of

GOGAT in the asamiution o low ammonium concenirg:
Ttons n 8. ceresade. staamy CNID, ON3IT7, ONIWN, ONy,
and wild-type S288C were grown m ammaenum-imited

condiions. Strains CN36, ONI70 UNIR, and wild-type
SIREC grew with the same doubling nmes (Fig, 1C) As
expectad. 39 was unable 10 graw muder this candition
(hag 10 Strain UNIS iy GODHIE pasl pudd)
obtuned from the cross befween N3 and S L Rfew
v el as the wild -ty pe SI8KC and <trams CN 36, CN3T, and
INIRL The lack of GOGAT activity affccted the growth on
AN ot the ON3S matant strisn. v hich chawed an inerease in
the doubling 1ime compared with that found i the wild-1ype
steus (Fie. 1AL The activaty of NATLGIDH was e deter-
35S, This strun retaned

mined m emracts abtaing fram ¢
witd-ty pe acrvity ¢
Fffe

ble 1
of single gene mutatinm on GOGAT . GO
Bly Wi assaved ot pH 7.8 as descrtbed by Roon ¢t
i ) However, when T activaly was meastired at
different pHs. twu peaks of activity were evident. Buth
achines (GOGAT A and GOGAT 1 Qopended i the
presence of 2-oxuglutarate, elutanine. and NADH. Eatracts
obtuined from stram CN36 incubated on MM showed two
pH optima at 5.5 and 7.0 (g 2800 Earacts obtated trom
Mrasns CNT7 it CN3X shawed only one peab, of wchivity
cach. at plis 7.0 anmd 6.5, respectnely (g, 281 N9
showed verns fow lesets of enzvme activity regardless of the
pH used for the assav (. ZHE These results suggest that 8,
verevovie his 1w GOGA L activities and that the mutation
1w s CN37 atlected GOGAT Aactivaty (pk 6 Shwhile the
mutanion i steain CNIS sliered GOGAT B acuvay ipH 7.0,
turthermore, the fuct thut the double GOGAT mstant CN 3y
showed very tow GOGA'T activities at all pHs suggests that
the activity detected wt pH 6.5 in extricts obtained from
sLun CNAT represents a frisction of GOGAT T3 activty that
can st beodetected at pH o AS Stmtlarby o the activary
detected st pH 7.0 @ eatracts obtuned from strain CN3IK
shoukt be GOGAT A achvaty of A amd R Desalied
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FIG, 2. GOGAT acuvity wt different phis. Cells ware incubased in MM with 40 mM (NSO, plus 00195 1 ane and G 019 histidine for

Tacts weie preparcd as described in Materiahs and Methods, LAY SIEAC (@) and CNTS LD () ONIT 183, ONIR (D), and UN W LAY,
in CN3b wis gruswa on MM with 30 mM (NHLYLSO, plus D0IF lysine and D17 hotidine. After 17 h. the culture was divided 4nd
Flutamiste was added to sne half of the culture. After b b, GOGAT activity i cultures with 17) aad withous (@ giutuntote was determined
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extnacts prepaded from strains NG and CN? pave results
similar 1o the ones found in Ronrdesatied extracts wata aot
shownl. When was issayed in desalted extracts
obtamed from strains CNI8 and CNI9, GOGAT B enry-
matic Sehvity way upcovered, shosuang a 105 ncrease 1n
uctinity compared with that found in noadesalted extracts
tdata not showns, These dats suggest that the mutation
which affected GOGAT B actinity rendered it sepsitive o
inhithhiun by some aegative modulator

GOGAT activitics were also deterauned in crude extracts
obtained from wildaype strain S288C. Only GOGAT B
activity tpH 7.0) w.as appatent (Fig, 2A). Similar results were
obtained with desalted extracts (data nat shownt. The kick of
GOGAT A activiry an the wildeny pe straim could be attributed
10 3 repressne etfect due 1o the higher intracellulsre gluta-
mate concentration found in the wild-type strain compared
with thut found in CN3b6, CN37. CNIR, and UN39 Table 4).
When GOGAT activitics were detennined ut the various
pHs, strain STX21-4A showed behavior similar to that
deswribed for witd-type straun S288C (data not shown), while
the widhl dervative showed twa peaks of activity, Further-
more, struin CN36 was grown on MM for 12 b, the culture
was divided, and glutamate (20 mM) wis added te anc half of
the culture. The rest of the culture remained without gluta-
mate; at 6 h after the addition of glutamate, onty GOGA'
activity could be detected (Fig. 2C1 These results suggest
that GOGAT A actinity 1s artested in the presence of
glutamate

DISCUSSION

A glutamate auxotroph was obtained from a NADP -
GDH-less mutant strasn; this strain fachs GOGAT activity
The genctic analysis of this mutant showed that the GOGAT-
{ess phenotype wis confersed by 1 double gene mutation
Since it has been found that double mutants with altered
cytosolic and nuutochondria citrate synthase activities show
lower levels of other enzymatic activitivs {13), we deter-
mined citrute syathase activity in the CN39 mutamt strain.
This enzyme showed wild-type activity (data not shown).

It has been proposed that in Alvhstelia specics, GOGAT
acuvity is negessary for growth ander conditions of nitrogen
limitation {23, 265, Qur resilts indicate that this is not the
case In 3. cerevisige. amce mutants devoid of GOGAL
activity are able 10 grow with NADP'-GDH.

We have found that extracts obtained from a NADP®-
GDH-less stran show twe peaks of FOGAT activiy with
different pH optima. This 1v an unexpected result, since
GOGA'T has been previously punfied from 8. ceresisiae,
\huu ing a broad upuimat pH range between pHs 780 and 7.5
nee, as mentioned above, the expression of the
(;()(:AT tess phenotype was dependent on the presence of o
double gene mutation, we made the pertingnt crosses i
order 10 obtain straibs carnying @ sgle mutation cach.
These strains (CNI7 and CNIS) showed only one peak of
sctivity each, Le.. GOGAT B and GOGAT AL respectively

1 Bacrum

Fusther experiments showed that GOGAT B acuvity ap-
pedied o desalted extragts oblaiped from steain ONIRL
which suggests that the mutatiog present wn this strinn epher
aflecd GOGAT R osensitivity 10 sume begative modulitos
ot resufted 1 increased sy nthesis af a negalive modulator
Cxpenments are tinder way to determine whether the muta-
UON Present in strinn UNIR o stiucturat o1 regutatory. The
fact that seans CNA7 and UNK showed ooby one peak af
activity cach vould be explamed by assuming that the
mutations present in eiach one of these strats have affected
a different GOGA'T activity or that one of the mutations has
affected GUGAT activity and the other ane has altered a
regulitory gene whose produict is involved in a moedification
system. The operation of this sy stem should mive rise 10 a
madificd cazyme which retaing GOGAT activisy while sts pH
optimum is changed.

Eatracts obtained from wild-1y pe strain S288C and parent
strain STNI1-4A showed only GOGAT B activiy . As men-
tioned above, the wild-type strmn sccumulates plutamate
pouls which are higher thun those found in NADP'-GDH
mutant strains. This large amount of glutamate could nega-
tively modulate the expression of GOGAT A activity. This
poswbility is supparted by the fact that the addition of
glutamule to u culture of stram CNY grown on MM resabis
in o decrease of GOGAT activity tFig. 2C). W is probable
that under the conditiuns used to purify this enzyme (170, the
synthesis of GOGAT A (pH 6.5) was repressed by the high
glutamate pool accumul as a result of the presence of
NADP*-GDH activity, Taken together, these resulls sug-
gest thit §. cerevisiae has two GOGAT activities, Since oll
the microorginisms studied so far have shown only one
GOGAT activity, further work witl bave (o be done in order
10 establish this matier, Experiments (o purify GOGAT from
CN36 steain are under LT wvill allow a biochemical
analysis of these enzymatic acti . In this regard, it is
worth noting that the existence of two (JO(J[\I activities in
higher plants has been fully demonstrated (1. 18, 25).

The negative etfect of glutamate on GOGAT activity
suggests that GOGAT A could play i biosynthetic rale when
the activity of NADP*-GDH is impaired. la this regard, it
has been shown thiat Bacilliy subtifis, which anturally
lacks NADP'-GDH activity, GOGAT plays o biosymhetic
tole and is repressed by glutamate (9). Our results indicate
that in *he absence of NADP'-GDH activity, both GOGAT
activities must have a physiological tole, since the lack of
cither one results in an increase of the doubling hm\. when
CN37 or CN38 is prown un MM. Abo, CN3S beariag
wild-lype NADP®-GDH but lacking GOGAT activity 5hn\u
an incteased doubling time on MM, The fact that GOGAT B
activity did not decrease after the addition of glutamate to a
culture of CN16 growing on MM indicates that this enzyme
s not sensitive to this Kind of repulation; this sugpests 1hst
its physiological rale 15 refated o glitamine degradation
r.nhu hitn Lo latamate synthesis, as has heen proposed for
N. crussa (). The evidence presented here indicates that
GOGAT activity plays an important role in glutamate syn-
thesis under conditions of ammonium cxeess and establishes
that the residual growth found in NADP* -GDI-ess mutants
is due to the vperistion of GOGAT and not to the presence of
NAD-GDH. i had been previously proposed (11),
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RESULTADOS:

El presente trubajo consta de dos partes: fos resultados publicados en e} antfento: fsolation
and Characterization of u Saccharomyces cerevisiae mutant with impaired Glutamate Synthase

Activity y de resullados adicionales que no han sido publicados. A conti i6n se los

ttados del trabajo publicado seguido por los resultados adicionales y ai final las conclusiones
de ambas partes.

Los aspectos mds relevantes presentados en el ariculo se pueden resumir como sigue: :

A. El fenatipo GOGAT -, es causado por dos mutaciones, en una cepa GDH- confierc

auxotrofia por dcido glumdmico.

B. En la tetrada que decidimos analizar con una segregacién 3:1 podemos distinguir dos
aciividades de GOGAT con diferentes pH dptimos, en la cepa  CN36 los pH dptimos son
apH65ypH 7.0,enlacepa CN37 esde pH 7.0 ,enlacepaCN 3Besde pH 6.5y la

cepa CN39 carece de actividad de GOGAT.

C. Laactividad de pH 6.5 disminuye en presencia de g}

B

Estos resultadas sugieren que en S. cerevisiae hay dos actividades de GOGAT que se pueden
distinguir principalmente por su pH éptimo. Por c¢llo nos interest seguir el estudio bioquimico de
estas actividades y tratar de detenminar en qué condiciones estdn presentes. Tambidn quisimos
buscar e qué condiciones una cepa silvestre GDH* tiene la actividad de pH 6.5, porque en las
condiciones que ulilizaron Roon (1974) y Masters y Meister coando purificaron ta GOGAT, sélo

encontraron una actividad con pH éptimo de 7.0.

20



El papel fisiolGgico de 1a GOGAT en diferentes bacterias constituye una via alterna de
produccién de glulamato en limitacion de amonio junto con la GS(Tempest, 1972, Senior,
1975}, en N. crassa tiene un papel de recambio de la glutamina (Calderén, 1985, Lomnitz,
1987), sinembargo, en S, cerevisiae 1a aclividad baja de GOGAT parece ser constitutiva, y no
sc¢ altera en condiciones de limitacién de amonio por lo que su papel fisiolégico no est4 clarp.
Pero como ahora encontramos dos picos de actividad de GOGAT a difereate pH 6ptimo
quisimos, ver su comportamiento en limitacién de amonio.

RESULTADO ADICIONALES:

Crecimos a las mutentes y a la cepa silvestre en limitacion de amonio, En un cultivo de 1 1t
de SN (Glucusa y trazas minerales, sin aminodcidos), en un matraz Ferenbach a 200 rpm, se
limita ¢l amonio al inyectar 0.035ug/ mlf hora de (NH4)3504 . Como podemos ver en la figura
4, en los extractos no dializados ( O ) tanto en la cepa silvestre (4A) como en la cepa CN36 {(4B)
1a enzima que se encontr6 fue 1a de pH 6.5, aunque las actividades fueron mds bajas que en otras
condiciones. En los cxtractos dializados { O ) apareci6 el pico de pH 7.0; la cepa CN38 (4D) en
el extracto crudq ( O ) tuvo la actividad de pH 6.5 aungue no muy propunciada, y al dializar (O )
también apareci6 la actividad de pH 7.0. En cambio, la cepa CN37 (4C) en extracto crudo ( O}
s6lo tuvo el pico de pH 7.0, y al dializar { O ) aumenié esta actividad pero no aparcci ¢l pico de
pH6.5.

21



Actividad especifica de GOGAT

Aclividad especifica de GOGAT

05 05 -
$288C ’ CN36
0281 025 |-
.
) et
pi 65 6B 7O 73 oH 55—
05 05
CN37 CN38
025— 0251 /\7
——
) o Lt |

®  Exiracto crudo

pH 65 68 70 73

Extracto dializado

Figura 4: Actividad especifica de GOGAT en las cepas S288C, CN36,
CN37, CN38 en Medio Minimo,limitacion de amonio 24H,
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Estos resultados nos sugerfan que en la limitacién de amonio, 1a enzima importante era la de
pH 6ptimo 6.5, y que no habfa diferencia en una cepa silvestre(S288C) ni en una cepa GDH*
GOGAT* *+(CN36), pero que la carencia de esta actividad (como se podfa ver en la mutante
GOGAT -+ (CN37), no resultaba cn una incapacidad de crecer. Es decir, que en limitacién de
amonio, la levadura puede sintetizar dcido glutdmico por la vfa GDH-GS o por la via GS-
GOGAT.

La asimilacién de amonio est4 estrechamente relacionada con el metabolismo de carbono. En
nuestro laboratorio se¢ ha visto que la actividad de GDH estd regulada por los esqueletas de
carbono, y se encuentra disminuida en cultivos de ctanol y acctato. Por lo anterior, quisinos
estudiar la actividad de las dos GOGATS, en fuentcs de carbono no fermentables como son
etanol y acetato, donde el rendimiento neto de ATP esid disminufdo supucstamente (aunJue
nosotros no medimos los nfvles de ATP) al igual que los esqueletos de carbono, pues en eslas
condiciones alguna de las GOGATS podrfa tener un papel imponante, dado que Ja GDH esta

disminuida.



En la curva de crecimiento en etanol (fig. S) podemos ver como la cepa CN37 que carece de la
actividad de pH 6.5 no crecié (sin embargo, somos capaces de medir actividad enzimética de
GOGAT), micntras quc 1a cepa CN36 y 1a cepa CN38 crecieron pricticamente igual que la cepa
silvestre S288C.

Cuando medimos la actividad de GOGAT a las 24 horas (figura 6A)) observamos que en el
extracto crudo de la cepa silvestre S288C ( O ) habfa un pico de actividad a pH 6.5, al igual que
en el extracto crudo de la cepa CN36 (6B, ( O )). Al dializar Ins extractos, fuc posible medir la
actividad tanto a pH 6.5 como a pH 7.0 cn ambas cepas (6A y 6B ( O )). La cepa CN37 (6C)
en el extracto crudo sélo se pudo medir 1a actividad de pH 7.0 ( O ) y con la didlisis solo
aumentd la actividad ( O ), lo que sugiere que en esta Cepa sc sobreexpresa esta actividad para
compensar la carencia de la actividad a pH 6.5. La cepa CN 3§ (6D) en el extracto crudo
presentd una mayor actividad a pH 6.5( O ) comparada con la cepa silvestre o con 1a CN36, sin

embargo, cuando dializamos fue posible medir la actividad a ambos pHs (O ).

Kent
8
b
g

Figura 5: Curva de crecimiento en Etanol,
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3 Actividad especifica de GOGAT

Figura 6 : Actividad especifica de GOGAT en las cepas S288C, CN36, CN37 y CN3

¥#  Actividad especifica de GOGAT
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Figura 7: Curva de Crecimicnto. Panel A: Acetato, Pancl B: Acctato més glutimico.

Cuando crecimos las cepas en acetato, los resultados fueron similares a los de ctanol; es
decir, aunque la actividad especlfica de GOGAT fue alrededor de la mitad, aqul encontramos
que a las 48 horas de cultivo (Fig. 8), la cepa silvestre S288C (8A) en un extracto no dializado,

la actividad de GOGAT predominante también es a pH 6.5 (O ),y lo mismo podemos apreciar
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cn cf extracto no dializado de ta cepa CN36 (8B)( O ); cuando dializamos los extractos,
podemos medir la actividad a pH 7.0 como en etano), en la cepa silvestre (8A)y en la cepa
CN36  (8B)( O ). Con la cepa CN38 (8D) en el extracto no dializado { O ) observamos la
actividad de pH 6.5 y cuando dializamos el extracto pudimos medir la aclividad a pH7.0( O }.

La cepa CN37 (RC) carece de la actividad de pH 6.5 en el extracto no dializado ( O ) y cuando

dializamos el extracto, extraordinari la actividad a pH 7.0, lo que nos sugicre
que esta cepa estd sobreproduciendo la enzima de pH 7.0 { O ), csta mutante (CN37) tuvo un
tiempo de duplicacién mayor en acetato comparado con las otras cepas (fig. 7,pancl A). Pero

cuando I »s  4cido glutdmico al medio de cultivo (fig. 7, paneiB) recuperé su

crecimiento y crecié como las otras cepas.
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De estos resultados pudimos concluir que en fuenies no fermentables, la enzima que fue
necesaria para crecer es la GOGAT de pH 6.5, y que no hubo diferencia de crecimicnlo entre
una cepa silvestre (S288C) y una mutante GDH- GOGATH+H(CN36). Por oo lado, la enzima de
pH 7.0 parece estar inhibida pos algin efector que se elimina por la diflisis. La mutanie que
carece de la actividad de pi 6.5 (CN37) creci6 con un tiempo de duplicacién mayor ¢a estas
condiciones, pero este lag disminuy6 cuando ailadimos deido glutdmico al medio.

En las levaduras, el metabolismo general es muy diferente en condiciones de microaermfilia o
de superagitacién: durante la microaerofilia disminuye mucho el nimero de mitocondrias, y s¢
reduce 1a capacidad respiratoria, mieniras que en un cultivo superagitado (300 cpm; el nimero
de mitocondrias aumenta. Quisimos explorar en estas condiciones cual de las GOGATS estd més
activa.

Como podemos ver en la figura 9, la cepa silvestre S288C en un cullivo de superagitcion
(300 rpm)a las 4 horas{9A, ) tuvo muy poca actividad de GOGAT, pero s¢ disingufa la
actividad de pH 7.0. Conforme pasaba el tiempo, la actividad de GOGAT aumemt6
considerablemente (8 horas, y 12 horas, ) y a las 24 horas { ) empez6 a disminuir
nuevamente. En microacrofilia encontramos a 1as 12 horas también ¢l mismo pico de actividad a
pH 7.0 (fig. 9B), aunque la actividad especifica es como 1a mitad en estas condiciones, 1o que cs
de esperarse pues ¢l metabolismo engeneralests disminuido en esta condici6n,

Como un control medimos la actividad de GDH en ambas condiciones; como podemos apreciar
en la fig. 10, 1a actividad de GDH se indujo a las 8 horas y diminuy6 un S0% ea superagitacin
cn la fase estacionaria, micntras que en microacrofilia permaneci6 igual todo ¢l tiempo, lo que

nos sugicre que s hay una regulacién diferente de esta enzima en las dos condiciones.
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La cepa CN36, crecida 12 Horas en Microacrofilia (fig.11, ) presents el mismo patrén que cn
agitacién (fig 2, del anfculo); ticne dos actividades de GOGAT con valores depH dptimos de
6.5y 7.0, 1a cepa CN37 ( tuvo la actividad 6ptima a pH 7.0 y lacepa CN 38( ) tuvo la
actividad 6ptima a pH 6.5. ‘
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Finalmente exploramos la pasibilidad de que cada una de las actividades tuviera diferente
sensibilidad a diversos inhibidores, ya que Folch (comunicacién personal) encontré que la
actividad de pH 6.5 era scnsible a isocitrato mientras que la actividad de pH 7.0 era resistente,
excepto para la cepa CN38, donde la actividad de pH 7.0 también era sensible a isocitrato.
Probamaos varios posibles inhibidores como: malato, glioxilato, isocitrate y succinato (tabla 2).
Pricticamente todos ellos inhiben a la actividad de pH 6.5 ¥ no a la actividad de pH 7.0, pero
encontramos que la actividad de pH 6.5 fue m4s sensible al 4cido succinico. Por lo tantw, hicimos
una curva de concentracién, que se muestra en la figura 12 (A, C, y D). Con este 4cido no
encontramos diferencias en la cepa CN 38, pues fa actividad de pH 7.0 en esta cepa era
resistente a succinato al igual que en las cepas CN36 y CN37. Al probar otros inhibidores como
ATP, ADP, NADP y NAD(tabla 2) encontramos que la actividad de pH 7.0 era exuremadamente
scasible al NAD (Fig. 12, panel B). Este experimento se hizo con extractos dializados de cepas

crecidas 12 horas en microaerofilia.

Inhibidores % de Inhibicién pH 6.5 %de Inhibicion  pH 7.0
Isocftrico 5 mM 5 8

Mdlico 5 mM 5 8

Succfnico SmM 30 8

Glioxflico 5SmM 5 8

NADP__ 10mM 0 0

NAD 2.5mM 45 95

AMP 10mM 7 8.5

ADP 10mM 17 4]

ATP 10mM 0 0
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DISCUSION:

En el presente trabajo s¢ obtuvo una cepa auxétrofa de dcido glutdmico a partir de una
mutante GDH-; esta cepa presenta 10 veces mones actividad de GOGAT que la cepa silvestre.
El andlisis genético de esta mutanie mostré que para obtener un fenotipo GOGAT" » s requiercn
dos mutaciones. Como se ha encontrado que dobles mutantes con actividades alteradas de
citrato sintasa citoslica y mitocondrial tienen bajos niveles de otras actividades enzimdticas
(Kispal y cols.,1988), s¢ determin la actividad de 1a citrato sintasa y se enconlré una actividad

normal. Sin embargo, no sabf c6mo dife iar estas dos dado que en la literatura

hasta entonces solo se habfa descrito una GOGAT con pH dptimo de 7.0 (Roon y cols. 1974:
Masters y Meister, 1982). Al hacer una curva de pH en una cepa GDH® |, pudimos distinguir dos
actividades de GOGAT a diferentes pH 6ptimo, una a pH 6.5 y otra, como se habia reportado, &
pH 7.0, que denominamos GOGAT Ay GOGAT B, respecti . Este hallazgo nos

permiti6, a partir de ese punto, estudiar las caracterfsticas de cada una de estas actividades de
GOGAT.

E! papel fisiol6gico de la GOGAT no es del todo claro, pero dado que encontramos dos
actividades, era necesario volver a estudiar esta actividad en limitaci6én de amonio, pues cn
varios organismos como en la especie Klebsiella (Senior, 1975; Wiame,1985), se ha propuesto
que es aquf donde juega un papel importante 1a GOGAT en la asimilacién de amonio. Nuestros
resultados indican que cste no es ¢l caso para S. cerevisiae, puesto que las cepas que carccen de

1a actividad de GOGAT son capaces de crecer con la GDH-NADP* en estas condiciones.

Como se menciond anteriormente, el fenotipo GOGAT depende de la presencia de dos
mutaciones génicas, por lo que se hicieron las cruzas pertinentes para poder obtener cepas que
presentaran una sola mutacion, De las téiradas que tenfan una segregacion 3:1, la térada que
decidimos analizar tenfa la cepa CN36, con las dos actividades muy claras, la cepa CN37 con la

GOGAT B, la cepa CN38 con la GOGAT A y la cepa CN 39 que carecta de ambas actividades.
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Quisimos ¢studiar entonces, esta tétrada y a la cepa silvestre en limitucitn de amonio, pues
aunque una cepa GOGAT podia crecer en limilwidn de amonio, quisimos ver cuul de fas dos
GOGATSs aparecia en estas condiciones, Nuestros resultados mostraron que en cfecto, en estas
condiciones, predomina la actividad de pH 6.5, y que la actividad de pH 7.0 estaba inhibida
por algo que desaparecid al dializar, y entonces se hacla evidente a actividad a pH 7.0, menos en

ta cepa CN 37, donde b iderabl fa actividad de pH 7.0, y a pesar de cso esta

cepa tene un retardo en ¢l crecimicnto comparado con las otras cepas. La cepa silvestre
también tenfa la actividad de pH 6.5 en estas condiciones, avnque la actividad de GDH no nos
permiwe decir si Ja GOGAT era 1a dnica aponacién de dcido glutdmico en la levadura. Sin
embargo, podria ser quela actividad de GOGAT de pH 6.5 tenga mayor afinidad por el amonio
y en limitacién de dste sca imporntante tener esta actividad ademss de 1a GDH.

En fuentes de carbono no fermentables como el etanol y ¢l acetato, la actividad de pH 6.5
aparecfa nucvamente, micntras que I3 actividad de pH 7.0 se encontraba disminuida
Probablemente la GOGAT con pH 6ptimo de 6.5 tenga mayor afinidad por el 2-oxoglutarato,
pues en estas condiciones, 1a poza de este cetodcido es menor, y ayude a [a GDH en 1a formacién
de 4cido glutdmico. La cepa CNAT en las condiciones que nosotros medimos no presentd la
actividad de pH 6.5, y cn cambio s¢ aumentaba la actividad con pH 6ptimo de 7.0 en fas
condiciones dande es necesaria la actividad de pH 6.5, como son etanol y actetato, ai igual que
en limicién de amonio. A pesar de aumentar fa actividad de pH 7.0 tuvo un retardo en
crecimiento, mayor que las otras dos mutanics, y el crecimiento mcjor& al adadir 4cido glutdmico
al medio.

Por otra parte, al dializar los extractos de la cepa CN38 pudimos medir 1a actividad de pH
7.0, que parecfa ser sensible a algiin inhibidor, pues en las condiciones donde normalmente se
expresa esta actividad de pH 7.0, la cepa CN 38 presentaba la actividad de pH 6.5 y 1enfa
inhibida s actividad de pH 7.0, lo que sugicre que la mutacién de esta cepa es modifica a la
enzima haciéndola mis sensible a algdin tipo de efector, presente en estas condiciones;

posiblemente esta actividad esté inhibida en ¢l interior de fa célula, aunque existe 1a posibilidad
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de que si son dos isoformas, una esté compartamentalizada, por ejemplo, en la mitocondria, por
lo que intentamos medir la actividad de GOGAT en mutantes de S. cerevisige p©, es decir,
mutantes con grandes deleciones en el ADN mitocondrial por lo que carecen de mitocondrias,
pero fuimos incapaces de medir la actividad de GOGAT  tanto en cstas cepas  como en
fracciones mitocondriales de 1a cepa CN 36 por 1o que no podemos concluir nada al respecto.

El hecho de que las cepas CN37 y CN38 mostraran un solo pico de actividad, podifa ser

explicado sup que las i p en cada una de cstas cepas ha afectado a una

actividad de GOGAT diferente, o que una de fas mutaciones afecté la actividad de GOGAT y la
otra ha sido alterada en un gene regulador, cuyo producto estd involucrade en un sistema de
modificaci6n. Al operar este sistema deberfa dar lugar a una enzima diferente que manticne su
actividad de GOGAT modificando su pH 6ptimo.

La difé ibilidad a los inhibidores nos sugiere que podrfan ser dos isoenzimas, con

diferentes pH 6ptimos: la enzima de pH 6.5 es sensible a diferentes dcidos, aunque el mejor
inhibidor fue el cido succtnico, mientras que la enzima de pH 7.0 es mucho mds resitente a estos
dcidos, y es muy sensibic al NAD del orden de 50% a 5uM, este podrfa ser el inhibidor que
desaparece al dializar, pues la actividad que aparece es la de pH 7.0 aunque nosouros no
medimos las pozas intracelulares de NAD por jo que no podemos concluir nada.

Otra posibilidad serfa que: es un solo gene, pero que ia enzima sufre alguna modificaci6n
postranscripcional que le confiere diferentes pH optimos y diferente sensibilidad a varios
inhibidores.

La cepa silvestre tene pozas de glutamato mayores a las encontradas en las mutantes GDH-.
Esta gran cantidad de 4cido glutdmico podr{a modular negativamente 1a actividad de 1a GOGAT
A (pH6.5). Esta posibilidad es apoyada por el hecho de que 1a adicion de glutamato al cultivo en
MM de 1a cepa CN36 resulta en una disminucion en la actividad de esta GOGAT, aidn en
extractos dializados. Es probable que en las  condiciones donde Masters y Meister (1982)
purificaron a la GOGAT, la sfatesis de ésta estuviera reprimida por la alta poza de 4cido

glutdmico acumulada, debido a la presencia de la actividad de la GDH.
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Como todos los microorganismo: diados hasta ahora ticnen una sola actividad de
GOGAT, es necesario purificar esta enzima en S. cerevisige en las condiciones donde
encontramos 10 dos picos en una cepa GDH® para ver si se encuentran dos enzimas difercnies.
Estos experimentos se estdn ilevando a cabo ¢n el laboratosio de la Dra. A. Gonzdlez por

Lourdes Valenzuela en colaboracién con el Dr. Dicgo Gonzdlez-Halphen. Una vez puras las

se podrin i los dios bioquimi Sin embargo, no serfa tan raro encontrar

dos enzimas de GOGAT, pues en plantas superiores s¢ ha demostrado claramente la existencia
de 2 enzimas GOGAT (Avila y cols,1987; Miflin y cols, 1980 y Wallsgrove y cols, 1982).

El cfecto negativo que tiene el glutamato en la actividad de GOGAT A sugicre que esta
actividad pocrfa tener un papel biosintético cuando la actividad de GDH-NADP* esté bloqueada
o disminuida. Al respecto se ha mostrade que en Bacillus subtilis, que no tiene naturalmente
actividad de GDH-NADP+, 1a GOGAT tene un papel biosintélico y es reprimida por 4cido
glutdmico(Fui Lin Pan y Coote, 1979).

Nuestros resultados indican que en ausencia de la actividad de GDH, las dos actividades de
GOGAT tienen un papel fisiolégico, porque la falta de cualquicra de ellas resulia en un
incremento ¢n el tiempo de duplicacién, como se ve en las cepas CN37 y CN3R crecidas en
medio minimo. También la cepa CN35 que tiene 1 actividad deGDH y no tiene la actividad de

GOGAT aumenta su tiempo de duplicaci6n cn MM.

El hecho de que la GOGAT B ao disminuya al afiadir gl > a4 un cultivo de MM de la

cepa CN36, indica que esta actividad no es sensible a este tipo de regulacion, por lo que la
GOGAT de pH 7.0 podrfa jugar un papel cn el reciclamiento y/o degradacién de ta glutamina
como propone Lomnitz (1987) para . crassa. Cuando 1a fuente de carbono es glucosa y ¢l
amonio no estd limitado, las pozas de glutamato estdn elevadas, no se necesita sintetizar deido
glutdmico, y 1a GS estd sintetizando glutamina, por lo que para regular las pozas de glutamina
que en grandes cantidades puede ser t6xica para la célula, la GOGAT transforma csta glutamina

en dcido glutdmico, haciendo asf un ciclo,
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RE L4 BIBLIOTECA

La evidencia aquf presentada indica que la actividad de GOGAT tiene un papel importante en
1a sfntesis de glutamato en exceso de amonio, pues las cepas GDH-NADP*, crecen igual que la
silvestre, y se establece que ol crecimiento residual encontrado en las mutantes que carecen de la
actividad de GDH-NADP se debe a la actividad de GOGAT y no a Ja presencia de QDH-NAD.
como se habfa propuesto antes (Grenson y cols..1974). En malas fuenies de carbono como cl
etanol y e! acetato, la GOGAT que participa atn en la cepa silvestre es Ia de pH 6.5 (A), al igual
que en condiciones de limitacién de amonia.

En la levadura, la sfntesis de la mayorfa de los aminodcidos estd regulada de manera
coordinada, 1a privacién de un sélo aminodcido da lugar a la desmepresién de actividades
enzimdlicas de diferentes rutas biosiniéticas. A este fendmeno se e conoce como “Control
general de la biosintesis de aminodcidos™; este mecanismo cs mucho mds complejo que en
procariotes donde los genes estdn organizados en operones. En los organismos eucariotes,
donde no existen estos operones, los genes de una misma ruta biosintética estdn dispersos en
diferentes cromosomas; sin embargo, existe la regulacion coordinada de estos genes. Ejemplos
de las rutas biosintéticas que se encuentran bajo el control general son las de aminodcidos
ramificados. los aminodcidos bdsicos, la serina y la valina (Niederberger y cols. 1981); sin
cmbargo, no todas las enzimas de una misma ruta se encuentran bajo ¢l mismo control. Por otro
lado, Ja magnitud de la desrrepresién también varfa segin la enzimu que se trate,

4 encontrado que Ia desrrepresién generada por la limitacidn de un aminodcido requicre
¢l producto de gencs regulatorios positivos denominados GCN que a su vez estdn regulados por
moduladores negativos, denominados GCD. El producto del gene GCN4 es una protefna que se
une a ADN con un motivo llamadn bZIP con varios aminodcidus bisicos unido a un "zipper” de
leucinas compuesto por 30 aminodcidos con una leucina cada 7 aminodcidos. Se sabe que e
motivo bZIP se unc al ADN y que el "zipper” de leucinas dimeriza a la protefna(Talanian y cols.
1990).Los productos de GCN1, GCN2 y GCN3 reguian la expresién del ARN measajero de
GCN4 (Thireos y cols. 1984, Hinnesbush, 1985) y los productos de GCD1, GCD2, GCD10,
GCD1i y GCDI13 funcionan como represores de GCN4 (Hinnesbush, 1985, 1988).
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Messenguy y cols. (1990) proponen que esta protefna GCN4, pucde estar relacionada con
las protefnas que se cxpresan durante cl stress, como son las protefnas de heat shock, pues
aunque no estd coordinadamente regulada con estas protefnas como es ¢l caso de la ubiquitina si
se¢ induce en células crecidas toda la noche a la temperatura no pernisiva en 8. .ctrtvt:iae
(370C)( las protefnas de heat shock se expresan con solo poner a las cflulas 30 minutos a la
temperatura no permisiva). También se ha reportado que GCN4 regula otros genes como ¢l
LPDI (que codifica para la lipoamida deshidrogenasa) (Ross y cols, 1988). También se ha
reportado que la GS se encuentra regulada por este genc (Milchel y Magasanik.1984).

La mutante GOGAT-" (CN39), reportada por Folch ha sido transformada con cl banco
unicopia de S. cerevisizge por A Gonzslez (Comunicacién personal) y el 90 % de las
transformantes que recuperan la actividad de GOGAT fucron complementadas con un pldsmido
que tiene clonadu un gene denominaron "GUS 2", la secuencia de este gene es idéntica a Ia
reportada por Georgakopoulos y Thireos (1992) gene que ellos denominan GCNS. Estos autores
clonaron este gene a partir de un estudio completamente diferente en condiciones de limitacién
de aminodcidos, donde se desrreprimen diferentes protefnas que participan en la sfnlesis de
aminodcidos a través de un mecanismo de control general. Este gene GCNS. tiene una regién
rcgulatoria, y ellos proponen que es un coactivador del GCN4 cuando el sitio de pegado de éste
es debil, es decir, cuando la secuencia de reconocimeinto de GCN4: 5° ATGACTCAT 3' tiene
alguna modificacién. Este gene GCNS también se necesita para la actividad de los genes HAP2-
HAP3-HAP4 complejo de activacién tanscripcional, que regula la transcripeién de genes con
funciones respiratorias.

El que ¢l 90 % de las transformantes de la cepa CN 39 se hayan complementado con este
gene, aunque no s¢ ha reportado que la GOGAT esté regulada por este mecanismo general de
GCN4-GCNS, nos hace pensar que cuando menos una de las actividades de GOGAT que
nosotros estudiamos, ta actividad de GOGAT a pH 6.5, esté regulada de la misma manera.

Otra posibilidad es que para obtener el fenotipo de av.otrofia por dcido glutdmico, cn las

condiciones donde nosotros las buscamos, con cepas que de por sf eran auxatrofas de histidina y
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lisina, s¢ necesita mutar a ta GOGAT y a alguna transaminasa que con los aminodcidos del medio
esté dando gl ygue esta tr i se bajo el i de contral gencral
de GCN4-GCNS.
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CONCLUSIONES:

-En limilacién de amonio y en fuentes pobres de carbano como ctanol y acetato la
actividad que encontramos ¢s la de pH 6.5, sin embargo la enzima de pH 7.0 también es
sintetizada, puesto que aparece en los extractos dializados, aunque muy probablemente in

vivo no esté activa.

-La enzima de pH 6.5 es sensible a dcido succinico mientras que la de pH 7.0 es sensible a

NAD.

-Lacepa CN37 en las condiciones que medimos no tiene [a actividad de pH 6.5, y la

actividad de pH 7.0 estd aumentada.

-En la cepa CN38 la actividad de pH 7.0, es mds sensible a algiin inhibidor, pues en
extractos dializados somos capaces de medir esta actividad, sin embargo, donde la cepa
CN 36 presenta ambas actividades, la cepa CN38 solo presenta fa actividad de pH 6.5.
Un posible inhibidor podrfa scr isocitrato pues la actividad a pH 7.0 en la cepa CN38 es
mis sensible a éste inhibidor, que la cepa CN36. Esto nos sugiere que in vivo 1a enzima

esle inactiva.

-La actividad de pH 6.5 desaparece en ia de porque cuando en ¢l medio
minimo se di6 el shock de dcido glutdmico adn en los extractos dializados no aparece esta

actividad, mientras que la enzima de pH 7.0 no parece estar bajo esta regulacidn negativa,

-Que la cepa silvestre, GDH*; ( por lo que tiene altas pozas de glutamato intracelular) no
tenga la actividad de pH 6.5, permite proponer que esta actividad pueda ser regulada

negativamente por glutamato,



-Cuando 1a cepa silvestre es crecida en superagitacion, hay mayor actvidad de GOGAT que
en microacrofilia; el metabolismo en general es més rapido, pero en ambas condiciones
en una cepa GDH+ la actividad que se detecta en medio minimo cs la de pH 7.0. Es

necesario una cepa GDH- para poder distinguir las dos actividades en estas condiciones
como es el caso de 1a cepa CN36.
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