
L 
,? •' (\ 
-- ::J 

UNIDAD ACAOEMICA DE CICLOS PROFESIONALES 

Y DE POSGRADO 

Caracterización Bioquímica y 
Fisiológica de la Actividad de 

GOGA'len •• Saccharomyces 

T SIS CON 
FALIJ. DE ORIGEN 

. . ,, 
cerev1s1ae 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER El TITULO DE : 

licenciatura en Investigación Biomédica 
Eósica 

H A 

ANAID AN1ARAMIAfl1 SALAS 

México o. F. 1913 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CARACfERIZACION BIOQUIMICA Y FISIOLOGICA DE LA ACTIVIDAD DE 

GOGAT EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE. 

-Intruducción: 

-En1imas participantes en la asimilación del amonio: carnrtcrfsticas y ~jcmplos. 

-Asimilación del amonio en diferentes orgn.nismos. 

-Planteamiento del trahajo: 

-Artfculo: 

lsolation ant" l,;i1Mncteri1..ation of a Saccharomycts ctrevlsiae muumt with impaircll 

G!utamatc ~ynthase activity. 

-Resultados adicionales. 

-Discusión 

-Conclu...c;ioncs. 

·Bib!iograffa. 



INTRODUCCJON: 

Todos los organismos vivos se componen b.1sicamcn1c JI! cadenas de átomos de carbonn, 

lineales o ddicas. y de cuatro grupos químicos diícrcnlc~. q11c son combinaciones simples de C. 

H, O y N. faros grupos son: metilo (-CH3). hidroxilo (-CH>. carboxilo (-COOHJ ! amino (­

NH2). La combinación de csrns grupos fonna cuatro grandes familias de moléculas orgánicas: 

a1.llcarl's. ácidos grasos. aminoácidos y nuclc6lidos, compuestos que a su vc1. fonnan Jw; gr;i.n.:l;;-5 

macrnn10léculas presentes en toda.li las células: carbohidratos. Hpidüs, protcfnn.s y ácidos 

nucleicos (DNA )' RNA). 

El nilrógeno, aunque existe en grandes cantidades en la aunósfcra en forma gaseosa (N2). es 

químicamcnh.' inerte y no puede ser utilizado por Ja niayorfa úi.: Ins urganbmos, que lo deben 

obtener en fonna combinada, ya sea como amonio (NH4+), o a partir de compuestos mjs 

complejos como los aminoácidos. Las plantas ohticncn la mayor parte de su nitrógeno en fonna 

de nitratos que ahsorben de la tierra y lo reducen para formar amonio, aminoácidos y otros 

productos. lns cunlcs son utilizados luego por los animales y regresan a la tierra en su fom1a 

reducidJ. Los microorganbmos de 141 tierra son capaces de rcoxidar el NH3 a nitritos y nitratos 

que las plantas pueden utilizar nuevamente (Fig. 1 ). Estos procesos constituyen el ciclo del 

nitrógeno 

Por otro lado, se cncm::ntrnn las bacterias Ojal.loras de nitrógeno que pueden reducir el N1 de 

la atmósfera y transformarlo en el nitrógeno combinado de la tierra. Dentro dr esta clase de 

bacterias están las del género Rlriwbium .. que además de ser capaces de fijar nitrógeno, pueden 

fonnar simbio!';is con plantas, espccfflcas para cada especie. En esta simbiosis la bacteria recibe 

el carhono fij..!do por la íotosíntcis de la planta y a cambio provee a la planta de 1"'i:.rógeno fijado 

(Fig 1 ). El cspJcio en Ja ticrr.:.t donde M! cncucntrJ.O las distintas especies de Rhú:obium,se 

denomina rlzósfera, y es parte integral del ciclo del nitrógeno. 
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Figurea l: Ciclo del Nitrógeno 

Todos los organismos se ven afectados por el medio ambiL'nte que lm. rotli:n. y en éste 

pueden variar los tipos de fuentes de carbono o di.: nitrógeno u los que tienen acceso. 

Dependiendo de estas fuentes sc activan divcr.ms rutas mctabólkas; por ejemplo. si la fuente de 

cnrhono presente es la glucosa. todas las enzimas que p•1n,;cipan en la glucólisis se encuentran 

activadas en el citoplasma. En la ,glucólisi.'i, una molécul:t de ,glucosa se transforma en dos 



mok\:ulas de piru\'•Hn. y a pi.1.nir Je din, Llns mnlé"t.·ulas t.lc ADP y dos óe fosfato inm~:íni~n. Si.! 

convír.:ncn l'O do,, dL' ATP. En lo$ org;:ini:-.1m1s acróliíi:os, la glfü:uli!-tís l!S d preludio ócl ddo de 

Krcbs y de 1..t C<u.kna t.k transpone de ckctronc~. de c.:tl m:incra qui.! en csws proc:csos se 

aprovl!cha al máximo la energía que contil:nc la glucosa. En la,, c~lula.-. cu\'.a.riows, en 

condiciones aeróbicas, el piruvalo es uan.sponado al interior de las milocondrias. donde se 

convil'rtc en Acctil Co A y es oxidado h:.ista C02 y HzO. Cuando el oxfg1.'110 es insufü::icnti.:, el 

piruvatn se reduce ha:-.ta l~u.-talO por la im:lato dc.-.híúrogcn:L'>lt. Los nivel!!s de piruvatu y ATP 

vnrfon según la fuente de carl1ono, y afcct:tn 1.Hrcctamcnte las concentraciones relativas <le lo.~ 

uHL:rmcdiarios <li.:1 ciclo del áddo dtrh:o qui:! se lleva a cabo dcntrn de ias mitocondrias. Por otro 

huJn, si la luemc lh: <.·arhnnn l!s crnnol. fatc se utili1.a pl)r la ruta mctai'H'1tica de la alcohol 

dcshidrogcna..~;i. A partir de una mol6.:ul;.i de etano} &! ohucnc una mol~cula Je ucctaldi:.hido y 

luego éste se tran.\forma en acetato y en acctilCoA, que alimenta al ciclo de Krebs (fig. 2). Sin 

cmtmrgo, d rcndimicnh' neto de ATP y electrones resulta mi.:nor que cuando la fuc1He de 

carhono es glucosa. En generul. dcpi..!n<lien<lo de la fuente di:. carbono a la que lCr1ga acceso un 

organismo se modifican muchfsirno los mcmboJitos de la célula. 

El 2-o:rnglutarato se fonna originalmente a partir de la condensación de acctil cocn;,Jma A y 

oxalacctato, que se transforman en cilrato, y luego en isocitrato y cctoglutarnto. Este, al 

aminarse con amonlo. por acción tle la glutammo deshidrogcn::i.sa, milir.ando NADH o NADPH 

como cofactor, du lugar al á.cido glut.i.mico. La.'i po1,as de 2-oxoglutarato varían según la fuente 

de carhono a la qw.! tenga acceso el or~nnísmo. y éste es uno dl! los- factorc~ que afccia 

dlrcctamenlC la asimilación de amonio : cuando hay un exceso de glucosa. la asimilaci(m Uc 

amonio aumenta junln cnn d 2-oxnglutarato. Si la fU\!ntC Ü\! carbono no l.!S abunúnntc, o es 

t!lanol, la asimilación de amonio disminuye, porque en este caso, en gran parte debido a su más 

lenta utiJi;,.ación, las p1m1s de piruva10 y ATP son mcnon.:s. y por lo tanto, tambíén la pozJ de 2-

oxoglutarato. Es a nivel <le esta molécula donde convergen el metabolismo del nitrógeno y el 

metabolismo de carhomJ, 
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LAS ENlJMAS QUE PARTICIPAN EN LA AS/MILAC/ON DE AM0.1//0, CARACTERISTICAS 

Y EJEMPLOS: 

Nosotros estamos interesados en las diferentes rutas de asimi13ciún de amonio en la levadura 

Saccharomyces ctrtvisiat. as( como en la.o; condiciones en se presentan y en su regulación. A 

continuación se presentan las diferentes vras de asimilación de amonio que han sido descritas. las 

enzimas que panh::ip:m y sus características, asf como ejemplos di! las mismas. 

En varios organismos unicelulares procariotcs y cucariotcs sencillos como: Escherú:h•"a co/l, 

Neurospora crassa, A.spergillus1 Saccharomyces cerevisiae y Ca11dida, el amonio es a~imilado 

principalmente a tmvés de la tlcshidrogcnasa glutámica. Esta enlima cataliw. la aminación 

rcductiva del 2~oxoglutarnto por NH3 de manera reversible , ya sea utili1.ando NADPH o 

NADll. 

GDH +NADP 

2-0x11glutarato + NH4+ + NADPH2 --------· --------> Acido Glu~1mico + NADP+ 

<-------------------
GDH+NAD 

La Km de esta enzima es de l mM. tanto para el 2-oxoglutarato como para el amonio, lo 

que sugiere que no funciona cuando la concentración de amonio es baja. 

En algunos microorganismos, la GDH dependiente de NAD+ parece tener una función 

catabólica, (•••Por qué? Hay dü.tinU5 constantes de equilibrio o valores de la.'i KM's?) mientras 

que las cn1Jmas que utili1..an NADPH sin1eti1..an glu1.amato principalmente. Por su parte, las 

bacterias entéricas solo tienen GDH dcpcndicntt! de NADPH. Las mutantes que no tienen GDH 

no poseen un fenotipo caractcrfstico, no necesitan glutamato para crecer y crecen como la cepa 

silvestre en concentraciones aJta.s y bajas de amonio, a.'ií como en otra'i fuentes de nitrógeno. 

En S. typhlmurium .aunque la GDH no es reprimida en presencia de glutamato, su alta Km 



por el 2-oxoglutar;ito sugiere qut: solo actóa en la bios!ntcsis del glutamato.(ref} 

El ácido glutámico, en presencia de amonio y ATP es convertido a gtutaminn. en la reacción 

catalizada por ta glutarr.ino sintctasa (GS). La glutamina dona su nitrógeno en la sfnll'.'\is de 

aminoácidos, purinas, pirimidinac;, glucosamina-6-P y ácido p.-aminobcnzoico (Fig 3). por lo que 

la glutamino sinteL.1sa se considera una enzima clave en el control metabólico (Shapiro y 

Stadtman, 1970). 
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La glutamino sint.c:tasa (GS} es una cn1im11 ampfü1.mt•n1c disUibuida en microorgani.\mos, 

t.cjidos animaJes y plantas superiores. En el cerebro, hígado y ciertos microorganismos, las 

glutamino sintctasa_.. cM:tn compuestas por ocho subunidades iguales en fonna de cubo. mienlra.~ 

que la de E. coti es dodccamérica; el peso molecular tic la." subunidadcs varia entre 44.000 y 

50,000 Da. La composidón de aminoácidos y la estructura de sus suhunidadcs tambi~n varia en 

los diferentes organismos (Mcistcr, 1970). 

GS 

Acido Glulámico + NH4+ + ATP ---·-------> Glu1amina + ADP +Pi. 

En cstuJios rcali1..ados en E. co/i y otras bacterias gram-negativas, se ha cnconLrado que los 

nivele.'.: de GS y su actividad catalltica est.1n sujetos a un conrrol rigL•r~so y muy complejo~ 

además de la inhibición por retroalimentación de diversos productos del metaOOlismo de la 

glutamina y Ja modulación por iones metálicos divalen1es. las b<tctcrias gram-ncgativas han 

desarrollado una regulación en la actividad de GS en cascada fomtada por dos ciclos cn1Jmáticos 

que se encuentran estrechamente relacionados: adcnilaci6n-dcsadenilaci6n y uridilación­

dcsuridilación (Shapiro y Stadtman. 1970). 

Como podemos ver, existen dos enzimas cenrrales, capaces de asimilar amonio; la GDH­

NADP y laGS. 

En 1970, Tcmpcst y cols. reportaron la existencia de una ruta allcmativa para la síntesis de 

glutamina al tratar de explicar por qué un cultivo de Klebsiella aerogenes limitado en nitrógeno 

es capaz de crecer en un medio con glucosa, amonio y salt!S minerales, cuando en estas 

condiciones las célula.~ carecen de actividad de GDH. y la actividad de la GS esl.1 aumentada. 

Por otro lado, Ja incuhación de cxlnictos libres de células en presencia de glutamina. 2-

oxoglutarnto y NADPH. induce a una considerable síntesis de glutamato. Tempcst y cols. 

concluyeron que en cultivos de K. aerngenes er, estas condiciones, la síntesis de gluumato 

procedía mediante la glutamino sintctasa y una nueva en;rjma 4uc se tlcnomin6 ''Glut.amina 

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



(GOGATJ. 

Las mutantes de E. co/i, K. aerogenes y S. typhimurlum que no tienen actividad de GDl-1 no 

requieren gh•·amato para crecer, lo que indica que existe una ruta alternativa para la síntesis de 

glutamato. Las mutantes glt B (lesión en el gene de la glutamato sintasa) derivadas de las 

mut.u.ntcs gdh sí son auxótrofas de glutamato , mientras que cepas que sólo carecen de la GDI-1 

son capaces de crecer en un medio mínimo de glucosa con grandes conccnuaciones de amonio. 

Estas evidencias trunbién indican que las bacterias cmérü.as tienen dos vfa.s para sintcti7. .. ar 

glutamato a partir de amonio, la vía GDH-GS y la vía GS-GOGAT. 

GOGAT 

Glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH2 ------------> Addo glutámico + NADP+ 

Hasta el momento en que Tcmpcst y 1:0\s. (1972) dcscrihicron esta nueva ruta. no se sabía 

como algunas bacterias que cart!dan de GDH podfan asimilar amonio y sintcli1.ar glutamato 

como eran: E1~ltzia carotornva, Pseudomnnas fluoresce11s, Baci/lus subtilis, Bacutus 

megaterium (Tyh:r 1978). Mccr y Tcmpcst encontraron y caracterizaron actividad de GOOAT 

en todas estas bacterias. 

Tempcst y sus colaboradores encontraron un máximo di: aclividad de la GOGAT, bien 

definido a pH 7.5-8, una KM aparente entre 0.1-2 mM para el 2-oxoglutarato y cntr" 0.2-1.8 mM 

para la glutamina. El Na+ y el K+ no inhiben Ja actividad. mientras que el Mg++ sf la inhibe. Esta 

enzima tiene una alta especificidad por sus substratos, ya que compuestos como el piruvato, 

oxalaccta.to, 2-oxobutirato y 2-oxoisovalcrato no substituyen al 2-oxoglutarato; Tampoco \J 

glutamina puede ~r substiuida por asparagina, citrulina. arginina o urca. 

A partir del trabajo de Tcmpcst y cols. ( 1970). la GOGAT se esrudió en diversos organismos 

procariotcs y cucariotcs, al igual que en plantas superiores, donde el papel dl! la GDH no estaba 

claro. Uno de los aspectos más interesantes en el l!studio de la GOOAT ha sido definir el pa().!l 

fisiológico y la regulaci6n coordinada emrc esta l!nzima y la GDH-NADP. 



En bac1erias como Kfrbsjtl/a pntumnniat (Naga1ani t't al.197 l J. E11ternbacter auuge11es y 

Pltudomonas fluortsctru (Mccrs et al.. 1970) la vía GDH-GS predomina en alt:LS 

concentraciones de NH.i+• mientras 4uc en bajas co~cntraciones de NH4+ funciona Ja vía GS­

GOOAT: sin embargo. en Azospú-Wum brtUíltnst la.'i mutantes con baja actividad d~ GOOAT 

wn capaces de crecer en NH4+ pero no en Ni. No3-, o formas orgfuicas de nitrógeno, 

im.:Juy1.mdo el glutamaio. 

Poco se conoce sobre Ja regulación de la GOOAT; en limitación de amonio. Mecrs y 

Ttmpcst (1970) encontraron en K. atrogenes altos ·1ivl!lcs de GOG.1\T, a diferencia de cuando 

había un exceso del mismo. Maga.sanik ( 1973). sin embargo, encontró que en una cepa diferente 

de K. aerogtnts los niveles de GCXJA T son menores en concentraciones limiradas de amonio o 

glutamina que cuando las células se crecen en exceso de estos compucslos. 

Los cultivos de K. pntumoniat en medio mínimo, en exceso o limiración de amonio, tienen 

los mi~mos niveles de GOGAT, y cuar .. 1o se crece K. atrogenu o E. coll en medio mínimo con 

gluuunato como única fuente de nitrógeno, los niveles de GOGAT son bajos (Tcmpest y cols. 

1970). 

En un cs1udio extl!nso rcali1.ado por Brcrn:hley y cols. (1975), en S.typhlmurium se 

encontraron altos niveles de GOGAT en células silvestres crecidas en medio mínimo con exceso 

de amonio, indepcndieOlcmcnte de la presencia de glutamato o glutamina. Sin embargo, cuando 

el medio se suplcmenla con a.1.;pa.n=i.to o una combinación de aminoácidos que inhiben In actividad 

de GS. los niveles de GOGAT bajan. Cuando las concentraciones de glutamato o glutamina :>~n 

limitadas, y cuando las células se crecen en glutamato como única fucnlC de nitrógeno. la 

actividad de GOGAT wnhién es muy baja. Estas observaciones se pueden explicar con un 

modelo en el que un exceso en las pozas de glutamato, el producto final de la GOGAT. o muy 

bajos niveles de glut!lmina o amonio, reprimen la síntesis de la en1Jma. Este modelo concuerda 

con los datos en S.typhlmurium y E. co/i de que el glutamato se transporta lentamente a la 

célula; en este caso las pozas de glutamato son altas cuando el medio es completo o cuandu el 

medio núnimo se suplementa con aspartato, pues el aspartato se transporta y se mctaboli1..a 
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rápidamente en glutamato. 

La sfn:.'515 de la GOGAT cslá regulada, pero no se salle cómo, tii si la regulación cstll 

relacionada a Jos elementos de control de 1a GS. 

El sistema GS·GOGAT constituye una ruia a\lcmativa a la vfa GDH·GS en la asimilación de 

amonio. Se ha visto que la v(a GDH-GS funciona en carbono limitado y alto amonio. mientras 

que la vía GS-GOGAT funciona en amonio limitado CTcmpcst et al 1970). 

lA ASIMIIAC/ON DE AMONIO EN DIFERENTES ORGANISMOS: 

En la literatura podemos encontrar muchos ejemplos de las diversas vías metabólica.o; que 

pueden utilizar diferentes organismos según la camidad disponible de nitrógeno. 

Escherlcla cu/i y Klebslella auogenes : 

La GDH-NADP dependiente de E. coll , eslá constituida por seis cadenas polipeplfdicas 

idénticas con un peso molecular de 50,000 (Sakamoto y cols., 197 5). La GS de esu bacteria 

puede existir en dos fonnas catalfticamente intcrconvcrtibles, cada una de sus doce suhunidadcs 

puede ser adenilada. La adenilación disminuye su acLividad y la hace sensible a la regulación 

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

La GOGAT ha sido purificada en E. co/i (Miller y Stadunan 1972) y en K. aerogenes 

(Meistcr, 1974). En ambos casos es una flavoprotcfna fierro-a1.ufrada, fonnada por dos 

subunidades de diferente tamaño, la subunidad pequeña Licne un peso molecular similar l.!n ambas 

especies (53,000) y la subunidad grande tiene un peso molecular de 175,000 en K. aerogeues y 

de 135,000 en E. co/I. 

La composición intracelular de la GOGAT no es clara, Stadtman (1972) reporta un peso 

molecular de 800,000 en E. coll lo que indica una asociación de 4 dímeros, mientras que 

Mcistcr(l 974) reporta actividad en un solo dímero en K. aerogtnes. 

En K. aerogenes se encomró que el sitio de unión de la glutamina está en la sulmnidad má.s 

grande, mientras que el amonio se asocia a la subunidad pequeña. 

Los genes estructurales de :a subunidad grande y pequeña han sido denominados glrB y g/1D 
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respectivamente lGarcia.rrubio y cols., 1983). Estos genes ÍUl'rnn clonados por Lo1.oya y 

cols.(1983). Las mutaciones en el gene g/18 afectan la biosmtcsis de GOGAT y confieren 

fenotipo Nh'": es decir, estas mutantes son incapacc.o:; de utilil.ar nrginina o prolina como fuente 

de ni u!\ geno (Pahel y cols., 1978). Brenchley y cols., ( 1973) rcponan que estas mutantes umbién 

son incapaces de desrreprimir a la GS en limitación de amonio.Por otro lado. se ha encontrado 

que algun35 mutantes altcrada.'i en el gene gltB no pueden activar el transporte de mctilamonio 

(Scrvln-Gon1.álcz y Bastarrachca, 1984). 

En 1988, Castaño y cols. establecieron la existencia del operón gltBDF; este operón 

comprende los genes que codifican para cada una de las dos subunidadcs y un tercer gene, cuyo 

producto parece estar involucrado en la regulación del opcrón Ntr. Los resultados de estos 

autores indican que el fenotipo plciotrópico prcscnt.ado por mutaciones en gt/B, se debe a un 

efecto polar sobre gt/F. 

Cn E. coU. Millcr y Suidtman (1972) no encuentran cambios en la actividad de GOOAT, en 

limitación de amonio pero pueden ver como los niveles de OS dcsadcnilada aumentan, mientras 

que en exceso de amonio. la OS se reprime y adenila; sin emhargo en otras bacterias como K. 

atrogtnts, cnue nuas (Tempcst y cols., 1970) la actividad de GOGAT aumenta en limitación de 

amonio. En el estudio fisiológico rcaliuido en E. co/i por Senior (1975), la vla de asimilación de 

amonio es la GDH-NADP. aún en cultivos limitados de amonio .. Como se puede apreciar no está 

claro cual seria el papel fisiológico de la vla GS-GOGAT. 

Baclllus sublilis: 

En esta bacteria, la GS juega un papel muy imponantc en la asimilación de amonio, ya 

que en ella no se ha detectado actividad de GDH biosintética (Frcese y cols.,1964); la GS no se 

regula por ndenilación-dcsadenilación, sino por la fuente de nitrógeno, y está sujeta a inhibici6n 

por glutamina y por productos finales del catabolismo de es1e aminoácido (Dcuel y 

Prusincr,1974). En este organismo la vía de asimilación de amonio es la GS-GOGAT y mutantes 
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allcradn.,. en GOGAT son auxótrofas de glutámko (Dcan y Aronson,1980). La actividad de 

GOGA T se reprime en presencia de glutamato y se desrrcprime en amonio o nitrnto (Fui l. in Pan 

y Cootc,1979). La GOGAT de B.subti//is esr.1 compuesta por dns subunidadcs, codificadas por 

los genes gM y glrB (Dcsphandc y Kanc,1980); estos dos genes han sido clonados (Dohannon y 

cols., 1985). Se ha podido estudiar que la regulación de la GOGAT detenninatla por las fuentes 

de nitrógeno es a nivel de transcripción del ADN. 

Neurospora cra.ssa: 

Este es uno de los microrgani.smos cucariotes donde mejor se ha estudiado la asimilación de 

amonio. La dcshidrogcnasn glutámica de Neurospora crassa cst.1 compuesta por ,:.;eis 

monómcros iguales, de 452 aminoácidos cada uno (Woonon y cols.,1974). La acti\:idad de esta 

enzima es mayor cuando se cultiva el hongo en amonio o nitrato como fuentes t..lc nitrógeno, y 

disminuye cuando las fuentes de ni~ógcno son i'.fcido glutámico o glutamina; c~to se regula a 

nivel de Ja síntesis de proteínas (Hcrnándcz y cols., 1983). Este hongo po~c una ~luwnino 

sintetasa compu!!sta por dos monómeros diferentes (a y J}), que poseen una mobilidatl 

elcctroforetica difcrcnlC (Sánchcz y cols., 1980). Los mon6merus ex y p constituyen diferentes 

enzimas con formas tetramérica y octamérica. respectivamente (Dávila y cols .. 1980). 

I.a glutamato sintasa de N. crassa ha sido purificada, y se compone de un solo monómcro t..le 

200,000 D (Hummell y Mora,1980). El gene estruclural fue identificado en 1986 por Romero y 

Dávila. Mora y cols. reportaron en 1987 que esta enzima se regula negativamente por algunos 

cetoácidos. 

La actividad de GDH·NADP c.n N. crassa es similar en limitación o en exceso de amonio, } 

la actividad de GOGAT no aumenta en limitación de amonio (LomniLZ y cols .• 1987). Aunque se 

ha reportado que la GS tiene una mayor afinidad por amonio que la GDH-NADP 

(Wootton,1983). Lomnitz y cols. concluyen que esta última tiene una mayor capacidad de 

asimilar amonio. Los resultados obtenidos por Lomni1..1. y cols. (1987) y Calderón y Mora 

(19851. lc.'i han pemlilido proponer que la función principal de GOGAT en N. crassa es la de 
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rci:ídar partc dd nitrógeno org~nico Je glutamina a glu1amato, ta.nw en limit.adón comn en 

C':\Cc:o.~' dc amonio. Sin embargo, C!-ilos autores señalan qui! esta función cobra ímport1111cia en la 

limitación de amonio, ya que en cslll. condición, \a GS, debido n su alta afinidad por amonio, 

podrfa ago1ar la pcl7.a de ácido glut.1mico. El papel de la GOGAT serfa reciclar la glu~mina hacia 

ácido gluWnico. manlCniendo un cociente glutamina/g1utamato ad~:cuado. La propuesta de estos 

au1orcs resulta importante, pues es la primera vez que se le adjudica un papel diferente a la 

GOGAT 4uc el Je síntesis de á1:iJo glutámico en limitación de amonio. 

Plantas: 

En 197-t Lea y Miflin p1cscn1amn por primera vc1. cvidcncia de la existencia de GOGAT en 

cloroplastos de Pisum Salivum. Hasta entonces se sabía 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 

era menor, lo que .!tugería que esta enzima era la encargada de ao;imilar amonio, pero tenía que 

exislir además 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 uuti1.aba fcm:dosina (Fd) como "••ductor en vez de NADH como en otras 

GOGATs. 

A partir del trabajo de Lea y Miflin(l9?.\¡ se empezó la caracterización de las GOGATs en 

plantas superiores. En estos organismos se han descrito dos actividades diferentes de GOGAT; 

cada una requiere un donador de electrones específico; una utiliza ferredoxina (Fd} como 

reductor y la otra utilii.a NAD(PlH (Suzuki y Gadal,1984). Además de su especificidad por el 

reductor, estas dos enzimas difieren en peso molecuta.r, cin~tica y antigcnicidad indicando que 

son dos protdnas estructuralmente diferentes (Su1.uki y Gadal, 1984). 

En la mayorfa de las plantas, la glu1amino sinll!UlSa (GS) y la glulllmato sintasa (GOGAT) 

son tas en1imas clavc.'i en la asimilación de amonio, derivado ya sea de fuentes del nitrógeno del 

medio o del metabolismo interno de nitrógeno, como el catabolismo de aminoácidos o de ta 

fotorrcspiración. 



Algunos c.'itudio.'i reali1:.H.1o~ en leguminosas indican que estas planlas poseen varias Lo;¡ofomrns 

de la GS. En frijol existen dLl~ isofom1a'i que se encuentran tantn en hoja como en rafl. Por otro 

lado, en la hoja c:..btcn a su vez varios poli~ptidos de GS cspccfficos de este tejido: adcmá.."i, se 

ha reportado una tcn.:era isoíorma en los nódulos (Lara y cols., 1985). 

La GOGAT-Fd es abundante en los tejidos verdes (Matoh y Takahasha, 198:; Wallsgrove y 

cols .• 1982; Botella y cols.,1988). En mutantes de Arabidopsis thaliana aherad<L'i en la 

fotorrespiración se ha demostrado que la GOGAT <le la hoja es esencial para la rcasimilación de 

amonio proveniente de este proceso en hojas verdes (Somcrvillc y Ogrcn, 1980; Kcndnll )' col'i .. 

1986). Por otro lado, el grupo de Osmond y colaboradores (1982), usando NIS, siguii~ndo l¡¡ 

marca incorporada a ácido glutámico y glutamina demostraron que la vía GS-GOGAT-Fd i:stá 

involucrada en In rcasimilación de amonio durante la fotorrcspiración. Este mismo grupo 

propuso que este proceso se da en los cloroplastos donde se locali7..a la GOGAT·Fd. 

Esta enzima también se encuentra en tejidos de maíz no fotosintéticns, como la ralz (Suzuki y 

cols.,1982) y nódulos (Suzuki y cols.,1984a) aunque todavía no se comprende su importancia 

fisiológica. 

La GOGAT-Fd de hojas verdes es una proteína rnonomérica de 160-140 KDa. y conliene un 

grupo Fe·S y flavinas (FAD y FMN) (Hirasawa y Tamura,1984; Marquéz y cuis .. 1988). 

La GOGAT·NADH se ha reportado en raíz de mafz (Sozuki y cols.1984b), brotes (Match y 

cols., 1980; Suzuki y Gadal, 1982) y nódulos (Groat y Vanee, 1980; Chen y Cullimo"" 1988 ). 

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

GOGAT-NADH se induce en nódulos de leguminosas paralelamente a la nitrogenasa y a la 

leghcmoglobina. por Jo que se piensa su papel sea la asimilación de nitrógeno al comcn1..ar la 

fijación de nitrógeno por los bacteroidcs. 

En nódulos de raíz de alfalfa, Anderson y Miller (1989) purilicaron a la GOGAT·NADH para 

producir anticuerpos policlonalcs; estos autores rcponan un protocolo de purificación donde la 

actividad C.'ipccífica se incrementa 208 veces; la enzima que purifican es un mon(lmero de muy 

alto peso molecular: 200 ± 7 Kd, con un punto isocléctrico de 6.6, una Km de 466¡1M para la 
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glut.amina, de J1pM paril d 2-oxuf!lutar.uo y lk .;,2~1M para t•I Nt\Dfl. El anticuerpo que 

ob1uvieron tiene reacción cru1.ada con extracto:-. de chícharo, 1.·l,1vo, t.n~liul, soya y frijol. con una 

handa dc peso molecular similar. 

En hojas de tomat.c se ha logrado separar por cromatografía dc intercambio iónkn dos 

formas de glutamato sintasa, una dependiente de NAD(P)ll y oLra dependiente de Fd, la 

GOGATque es NAD(P)H tiene valores de Km de 0.5mM. 0.3mM y l.7µM parn la glutamina, el 

:?-oxoglutarJlO y el NADH, respectivamente, micnlra.'i que la cn1.ima dependiente de Fd tiene 

valores dc Km de 0.5mM, 0.2 mM y 0.2µM para la glu1amina. el 2-oxoglutarato y el Fd, 

rcs(l\!ctivamentc. La mayor diferencia se encuentra en la.'i afinidades por sus íC$pcclivos 

donadores de dcclmni:s que es R veces flll!nor para el Fd que para t.:! NAD(P)H.(Avila y 

cols,1984). 

Cullimorc y cols. (1988) han reportado la existencia de dos actividades de GOGAT-NADH 

dcp.!ndientcs de rhiz.nbia en los nódulos de frijol. Una parece ser específica de la raíz y la otra de 

nódulo, se induce al comenzar la fijación de nitrógeno. Es posible SCfH.rar estas dos en1jmas por 

cromatografía de intercambio iónico y las constantes de afinidad por sus substratos son 

diferentes. 

En estudios realizados por Chiu y cols. ( 1979) con células de soya en cultivo, variando la 

concentración de diferentes fuentes de nitrógeno, las actividades de las enzimai; GS y GCXJAT­

NADH aumentan según el crecimiento: en condiciones donde el crecimiento es pobre se obtiene 

menor cantidad de enzima y cuando et crecimiento es bueno se obtiene mayor cantidad de 

enzima. Adr.:má.i;, esta enzima está regulada por Ja fuente de nitrógeno, mientras que la actividad 

de la GDH no se ve afectada. (Chiu y cols .• 1979). 

La expresión de las dos GOGAT se ve influenciada por factores ambientales como la luz y las 

fucnles de nitrógeno (Watanabc y cnls., 1985; Hccht y cols.,1988). En brotes jóvenes y tallos 

ctiolados de maf1 .. la actividad de GOGAT-Fd es baja y va incrementando conforme la planta va 

creciendo y poniéndose verde, micntrai; que la actividad de GOGAT-NADH no cambia o por el 

contrario, decrece en las hojas verdes maduras. 
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La GOGAT-NADf 1 de nódulos de leguminosas tiene una alta C.'ipccificidad por Sll'> 

substratos, CS[)l!cialmcnle por el 2-oxoglutarato: otros ácidos como el succfnico y el oxalacctalO 

inhiben compctitivamcntc su actividad (Bolund y Court. 1981) y también es susceptible a la 

inhibición competitiva por NAO (Boland y Denny, 1977). El significado biológico de esta< 

inhibiciones nn ha sido estudiado. 

Lo coexistencia de la GOGAT-Fd y la GOGAT-NADH es un fenómeno com~n en las planta< 

superiores, probablemente debido a las diferentes funciones fisiológicas de cada una, y a que la 

expresión de estas ctos enzim:-is parece estar bajo un control rcgulatorio dücrcntc. 

El estudio de la expresión de la GOGAT-Fd se ha facili1.ado gracia.-. a la clonacii'm y 

caracterización del cDNA que codifica para esta enzima en maíz (Sakakibara y cols .. 1990). El 

cDNA codifica para 1616 aminoácidos; cornpartarte el 42 % de aminoácidos idéntico:; cnn la 

subunidad grande de E. coll ,y también comparte homología con el flavocitocromo b2 dc 

levadura. Estos autores pudieron confinnar los resultados anteriores de que en hoja.:.; verdes 

había mayor actividad de la enzima. pues con el análisis de mRNA encuentran 8 veces más en 

hojas verdes que en hojas etioladas. 

Saccluirom)'Cts ctrevisiat: 

Este hongo posee una GDH-NADP dependiente; su gene estructural se ha denominado 

GDHJ; las mutantes de este gene tienen un tiempo de duplicación una hora mayor que la cepa 

silvestre (Drillien y Lacroute, 1972), y crecen utilizando la vía GS-GOGAT (Folch,1986). 

La actividad de GDH aumenta cuando se cultiva la levadura en amonio como fuente de 

nitrógeno y disminuye en presencia de ácido glutámico (Roon y Even,1973). 

Cuando se priva de glucosa a la levadura, la actividad de GDH disminuye (Mwnn y 

cols., 1978), debido a la degradación de la en1.ima. Por otro lado, la GDH-NADP no se induce en 

mutantes que presentan una alteración en la aconitasa, y por lo tanto no sinlC1i1.an 2-

oxoglutaralo (Gonzálcz y cols., 1985); esto sugiere que el 2-oxoglutarato o aJgún intcrmcJiario 
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del delo de Krebs, \On moduladores positivos de la actividad de la en1.ima (Gon1.ákz y 

cols.,1985}. La actividad de la GDH tamhi~n disminuye cuando la concentración intracelul:µ di.!' 

amonio aumenta, posiblemente debido a una represión de la slntcsli;; de la Crll.ima (Bogoñcz y 

cols., 1985). Esta disminución podría interpretarse corno un mecanismo para impedir que la 

poza de 2-oxoglutarato se agote. 

La GS de S. cerevlslae, está compuesta de 10-12 nionómcros de un pc~o mokcular de 

43.000 (Mitchell y Magasanik. 1983). El gene estructural de esta enzima fué clonado por 

Gon1.álcz y cols. en 1984. La GS est.1. regulada por las fuentes de nitrógcno (Dubois y 

Grcnan, 1974) y la inducción de esta enzima corresponde a una síntesis de novo (Mitchcll y 

Magasanik, 1983). Por otro lado, ta actividad está regulada por un sistema ili! inactivación 

irreversible, posiblemente protcolltico (Mitchl!ll y Magasanik, 1984): 

Existen tres sislCmas regulatorios de la GS en S. cerevisiae; el primero depende del prmlucto 

de Gin 3 , y corresponde a los nivclcs de glutamina; el segundo mediado por el GCN4 es el 

control general úc los aminoácidos, que acopla la dcsrrcprcsión de varias enzima..., biosint~tic;is a 

la privación di! aminoácidos, y el tercero responde a la limitación de purinas (Mitchcll y 

Magasanik. 1984). 

En S. cerevlsiae se ha reponado la e•istcncia de la actividad de GOGAT (Roon y 

cols .• 1974). Esta enzima ha sido purificada a homogeneidad y se ha encontrado que está 

formada por dos subunidades. con pesos moleculares de 169.000 y 61.000 (Roon l' cok, 1974; 

Mastcrs y Meister.1982). 

En S. cerevislae, la GOOAT ha sido poco estudiada, y su acLivi<laJ no parece variar al 

modificar las condiciones de cultivo (Roon y cols., 1982). 

Los resultados de .segregación cncontr.t.dos por J.L. Folch (ver artículo anexo) al tratar de 

aislar una mutante de GOGAT con una cepa que era GDH-, indicaban la necesidad di! dos 

mutaciones para obtener una auxotrolia de ácido glutámico. Lo que nos encaminó a tratar de 

diferenciar bioquímicamcntc dos actividades difcrcnt.cs de GOGAT, como se puede ver en el 

artículo encontramos dos pH ópUmos diferentes por lo que a continuación quisimos tratar de 
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ddinir el papel lisiológico de Ja GOGAT en S. cerevisiae midiendo la.'i dos activit.JaLk'i tanlo en 

limitación dt: amonio Cl1mo en difcnmtcs fUcntcs de carbono comu etanol y acetato, difcrcnlcs 

condicionl!s <le acrcación: microacrofilia y supcragiLJidón y medir la .scn.sibilidad a difcrcnll'S 

posibles inhibidores. 

MATERIALES Y METODOS: 

Los materiales y m~lodos son Jos miwos descritos en el trabajo publicado variando 

únicamcnle las fucnll!s de carbono. siempre a una concentración final de 2'.lb. 
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11Cl!l·"l'l1 K'J l!hi7f,.\IMU! l~l U 

Vol. 171, Nu n 

lsolation and Charactcrization of a Sacclwromyces cere1>isiae 
Mutant with lmpaired Glutamate Synthase Activity 

J<HHiE·LUIS rol.CH.1 ASAID \~Tr\R1\~l1,\S. 1 LAURA RODRÍGL'E/., 1 r\LrJANDRA IHUV0, 1 

,\URCJR,\ llH.LNNEK.~ .\~P ALICl1\ (10NZALl·.Z'' 

/Jt·¡111rt11mo1to J1• lliofof,!ia ,\lolt-111ftlr dr 1'f1111tm., Cn1tfl1 1/t' /In <'HiJ:•lrimt ~o/Jrt' FiJoc i.J11 de Nitrr)¡.:t'llO, UNA..\f, Apartmlo 
l'oituf StH·A. C11anm '''a, ,\f,1ref<>.1,1 uml l>epurtm111•11:;1 Út" ,\licrofJi11fog{u, /n.11it11t11 J,• F11mfo¡.:ía Cefufor, L'SA..\f, 

AparMJo 1'111raf 70-600, Me.x.ko C1ty,l MnÜ•• 

Rccc:oc:d !~ o,tohcr l'lll!VA~ccptcJ 4 Sc:ptcmt-cr \'111'1 

!\ mulanl uf Sarrharomyttt reroúiae Ch~l ladi.\ r.lut11m111e \)nlh<1'>t' 11;or..\TI ac1hll) ha\ ht"l"n l'WllutL'll. 
Thh mutant ~ª' ohlaim•d aítcr 1.:hcmkal mulu¡:.:nt•\I\ uf a :\'ADl'·glutllm11h• dct1,drug.:na\t'·lc'~ m111an1 stnaln. 
Tht• xdh K~t mulunl h 11 ~lul11mal1:" 1111,nlroph. lhl" ¡:cnclk nnaly\\\ nr lh~ g10 mucant \hon,..f 111." 'he 
GOGAT·lc!i." phenol)pt' 1 .. dul:' to lhe prc~tnce or l\.\o fo,.,\cl) llnl.ed mu1a1io111. E\·idcncl' b f . .-..cntcd ~t ich 
suggt!\I' lhe po~~ibllil) lh11I S. ctrniiiat ha\ hw GOGAT aclhilic~. dc~il!nall i c;oc;AT :~ nnd GOG,\·,· n. 
Thesc aclh·llfe~ c.11n be 1fütlnRUL\hcd b) thdr pll optima and h) lhl'ir rrguhtlhin 11~ r,1u1am<11t. J.·urthr,morr, 
1111e nflhl" mulatlunt rcspomlble rur 1hc GOGAT·k\" ¡1ln·nolypc afTcclrd (;(}(;\TA arlhil). nhi11· 1hr otl·.'r 
mUllllion affodcd GOGAT U aclhll). 

Glu1arn,1tc biown1h..:'1~ e.in be .u:hicved 1htou¡:h thc 11:· 
du..:tivc amin.ilmn uf :?·U\oglul,ff.ilc c.1tal}'lc:d lJy NAlJI,. • 
dcpcnJcnr glutanHllC tlch)dtugena'c {NADP' ·GDI{) c:?l. In 
1970, Tcmpcsl el al. i:?·H 1.kmon~tralcd !he t.''\Í,tcncc of .in 

ahcrn.'11\'c pa\/¡\\il) for ~Ju1;1malc h1myn1hc'1' in l\frbHrllu 
t11·r11¡:r111•1. Thl\ p:.itlll'•>iY i.:ompn,c:d glut.imatc ')n!h.1,i: 
tCiOGAI J anJ ¡;h11.1111ml· \}nthcia'>e. Thc funi.:1iun nf 1111' 
path".1} h;I' hccn dcmun,t.ratcll 1n ~evcrnl nui.:roor¡!.ani\m\ 
O, 12. 231 :md in hif!hcr plant\ íl8J. Ph}·,iolug11::al \ludi.:~ 
inJicatc 1hat 1h.: m.iin rnk ·1f 1hc ghuaminc \)'nlhcta,c:· 
GOGA r palhwa~· h in UrtllTll•llium i!S\in11J.l11<l0 and glula· 
male bm!>ynthc\I\ umlcr amnum111m·l1m11.:J conJ1tmns f:?,I. 
In Nt•11ro~¡•oru , r1111<1, (j(J(j,\ 1 ;1lso :1rre.1r' to pl<i} ;m 
1mpor1,1n1 rule in ¡;lu1am111e tlcgr:1J;111un f-11 . .\'. a<11111 t~\ I 
Sl1lmondl11 t1¡ilii11111r111m f lhl, anJ f·,, hc'fl< /¡¡,¡ < uli !~. J•ll 
mtllant' lackmi; (j()(j,\ 1 acr111t\ h:nc bci::n ubt.iin.:.J. .1m! 
rhcir ch;1r.1c1cr11a1wn h.1\ cnntnbutt:J lo thc untk-r,tandmg 
of thc rt1lc 11f CitlCi.\T 1n .,:lut.1111.uc hm\~ nth<''i'>. 

Althou¡;h (iOGA 1' ai.:11111y ha\ hccn pre1l<lU~lv1k1c.:1cd 1n 
Sm, Jr.11omy111 'f'rn11i111· t"!~I. thc role ul (j()(i.\ 1 m ¡:lu­
tamatc blO\}'nthc'h "mi 11\ a·¡:ul.111011 ar..: roorh un.ter· 
\tootl. Mu1anl\ altcrctl m N,\DI' • ·GDH h,11·c bccn hnl.11.:t! 
frnm S. l't'r<Tl.llll<' (7). Thc Í\ol;1tmn o["CiOliAT·k"' rmit.m1~ 
ha' h.:.:n rcportcd cho::wher.: l:?(i): ho11c\•cr. thcir ¡!.l:l1L'IÍC aml 
ph~ ... 1.1l<•gii.:al 1:haractcr11alw11 ha' nm bccn puhl1"hcll, 'l' C/ll· 
phr~iolt>g:ical func1inn ofGOGAT ... 1m rcm;im, u!h.:urc. Oui 
rcwlh indi..:.ilc that GOGAT pla~s a rok in ¡:lutam.11c 
hi<"rntlH!\¡, unJcr 1:nnt!ic1nn~ 11f ammonium c\.:C'' ;imJ 1h;11 
unt!cr anununium·hmitcd ü1nd111(lm, hoth ~:\ll/' · .(fDH 
and GOGAI can part1c1patc in lh.: ')nlhc'1' 1if clut,m1.11c. 
\\'e :thu prC'>L'llt C\1tlcncc \U¡:gc,.tmg that S. 1·rr1 .. ni11<' h.1' 
l'Ao GOGAT "J.;!n·uic\. 

?\IATEIHAl.S A~I> ;\IETllOUS 

Slrain~. T.tt>lc 1 lh.•,t.nbc\ thc ..:h.1r,1<.:tcn,11.:' ni thc d1t 
fcr.:nl ~1r;1in' u'cd m 1111, 'tuJ~ 

Gru\.\lh cnndltlun~. Str>tin, 11.::rc rnulmd~ ¡:rn11n nn min· 
imal mcdium tM~I! contamin!! ,,111'. 1r:11:c clcm.:nh. ami 
\'1t.u11Ín\ fullo11in¡: thc [,•rmul.1 ut 11.: ... 1 111\n•~cn h.1,c 1D1l.:o 

Lahor.11nnc,, Dctrmi. M1rh 1 -:;;u.,;1"c 1~··r ¡1 .. ti1ulJ) ''·'' 
U\Cd U\ thc c.trbon 'lll.l"rt:C, and 40 mM 1Nll,l:SO~ ""ª~ U\Cd 
;1\ 1hc n1tn1¡:cn ,oun::e. A1111110 acid, nccdcd to \al1,f~ 

au\otrophic rcquircmL·nt~ lH'rc addcd .it 0.01<:; !v.t 10]) 
Cclh \\CfC incu~akd al lO e 11:th :t¡:it,1tion ¡175 rpm) 
Grnwth 11¡1, momll•rcd h1 mca~unn¡: o¡i11c.1I dcn,11¡ at 6'i0 
nm. Fcd-h.1cd1 amnwmlm1·lm1llúl ..;u\twl" 11,,:rc ;,:,;>i1cvcd .h 
prcvwl1\l~· d.:~cnbcd 114¡ 

MulllJ!l"m:<;I\ an~I mutant 'cl«ll(ln. Mut:mt\ 11.1th imp..1.ireJ 
NADP'·GIJll acti111~· wcrc dcri\cd from ~tt:un SlX~l·4A 
h; a mclhvt! p1t11ULhh dc .. cnhcd 01 In or.lcr h• ul-l<iin 
m1H<1rl1' 11i1h 1111p.11n:d GOG,\T ac1iv1I}. a ~:dh m11t¡¡nt 1.\-;i... 

1rc;11c•I 111th eth)l mc1hanc,ulfonalc. accort!mg to thc 
mcth"d uf hnl. <S, .. \ftcr nmt;1gl·nc,i1. lh.: ccll~ ncr~· 
.i!J.11,1 .:da pcrmJ l•Í g1u11th on \\.\! tl1.it cn11t;u11cd ¡:l111:im,11c 
Mu1.1m ccJI, v.cri.: cnndi.:J 101 un \D.I i'Y u'mg thc .nit1h1· 
ouc S·¡:lyco,~·l·pulylun¡:in !~O¡ Ccll' ~.:re 'prcad tln ~IM 
pl.1tc' 111\h O.!'; i,:lul:unak .1nd mrnh.11cJ :11 ::io ( Colome~ 

th.11 ;1ppl•;ircd aflcr l to :i d;1\' 11cri: rc¡1l11a platc,i 10 MM 
pl.11.:\ 111th ;inJ 1111hout ¡:lut.1m.uc. Cclh 1/1:11 t;11lc,l 10 grtn~ 
111 thc .,b,cni.:c uf ¡:lut.11n.11c 11crc runfit•,t ·'"~! furthcr ch.ir· 
~H·tcnted 

Tl'!rnd di .. ~'t·lion. J"e1r,1lh IH~h' .11-...ccled hy 1'1t· mclh11d .,f 
Fml. 1~L 

Udt·rmlnaliun ni l'.Afll'" .(,1111 .rntl (;OliA l 11dll'ilie<o. 
SoluHc ~"\tr:tcl' fnr cnnmc J'\ªY' \\c1e prcp1rcd hr \U,. 
pe111!in¡: 1\huk ..:c1h 111 thur .:1irr.:,pund111!= 1'\lract1<•n tmtlc1' 
anti gnnJm!! lhcm llÍth gl.1~\ tlt:•hh in a Bta•Jn .:cll J1~niptur. 
S:\l>l''·(JD!I lEC 1.4.1.4/ .mJ ~.\f).(ifllf dT 1.4.l :!I 
1'.:r.: ,1\\")c1l t>) thc mclhPd .ir Vnhcrt~ 46!. (illl1Aí u:c 
1.-l.7 ll 11.1, .t\\Ol}CJ b~ 1hc mctl1<•1! of """n c1 al 1:?:?1. hui 
wuh lhc .1".i) bulfrr .1Jju...1c1I to thc d1lfrrc:nt p~h. Thc 
.1.;tn1lic' JL"l..:~tcd .11 J1ffcr.:111 plf, v.cr.: ,lq•<!mkr.1 on lht: 
p1c\cncc uf ~·t1u1gl11:ar;11c. ,;lut..11111nc, .md :-OAIHI ;1nd ncre 
111!11t,r1.:J b) ;11a,~·rmc [\lr,1~h '>'<:r~· t!c· .. 1hcJ un .1 Scpha· 
de\ (j-~." cnlumn cqulhhr;i!cd ami clutct! with lhc: c\1r.1c1ton 
huffcr 

IJ..i\·rminatlou oíc.Ju111111:1ft: fH>oh. l.\·lh 1>.crt• h.1nc,tcd !·) 
..:c111nf11¡:.11111n. unmnl1.11clr \l1,pt:ndcU 111 :-.oc; c1h,mol. anJ 
hL'.itcd in bt11hng 11atcr !.ir Ul rnm. Samrlc~ 11crc l>oph1l11cd, 



Sl\!l-i-\ 

<:Stl 
CNll 
D~llMJC 

1 \1111. 1 \. 1r,,.,.,.,,· ,11 .. 11i. 

.\l..tf,, .\t C.' ... u/.' C l'l'I 
(;J)/fllit.:.\/C1l.,".\.' 

'1-tT• 11•1.i!lr1111,,.i..J 1"1rl mrl/ 
, .. if! c.'/llfl (;( \/ f;( \! 

.\l.l/.,.,,,_..,,,f),.,, . .,,,.;,.,,,, 
, • .,,_. tt•lh <.l:.'11;t.'..' 

.\l,l[,.h11/C;/J//IC;(f.\I 
cil".\1 

\1..tl« Jm i:Jl1 t.U.\"I CiU.'..' 
.U..t/u 1111t•i/lr11"'' '-""'-' 
\IA.hl<1/Cil'.\/Cil".\.' 

.'1..tT• 111/ xJ/1 l.:"'' !1!1u1 
/111 ttU•lttUJ!(;IJJ(I 
.H.-tlo1l111/1>l1t•ll1<iL.'.I 

c~·t-.\1 

·'"',.. ifJh ,.,,,,fil".\.! 
\f..th h11 /1 •/ i:J/1 t;USI 1:11•! 
,HA Tu ¡,;i/h i,:,,,¡ >:111.' 

...... ,.,,. "' l•h ' ...... 

r .. hJ ~pn:i¡:, 11.ut•or 
Lo1l.,•r.1t0<• 

Yl'olll Gtnch~ S1t~l 
C.:111..-r 

íh1, ,!UJ~ 

CulJ Spr1ng HJrh.•r 
l •• 1t..1r.1lof) 

Th1\ •lllJ> 
'llU\ \IUtJ) 
ColtJSrnna /l;ubur 

l.abor.irury 
"lhl'\IUJ) 
Th" •lll<l> 
T ht• \IUJ ~ 

Thi, 'tut.I}" 
Th" lluo..IY 
lllh \fUJ) 

unJ j!./ur.1m.111: pool~ \l.i:n: 1.kh:rrnincd "ith an A'.\!INCO 
amino ;11:id anah;.:r ;" Jc~.:r1hl·d prc\·u11;~lr f IOJ 

f'rllldn d,l,rrnim1tion. l'ru1cin \'ª~ rnca,un.•d hy lhc 
mclhoJ oí Lowry el al. 4 J5J. "ilh btwinc serum alhumin as a 
uanJanJ 

Chtmkab. ~\mino ucids, cthyl me1hanc\ulfonatc, and 
bovinc \erum .1/humln wcrc obtaincd from Sigma Chemical 
Ca., SI. l.oui\. ,\f,1 .V·GhcO\)'l·pol)fun¡:in "ª'u kmd gifl 
frum Norm.in J. P1cm.t.td. !(kp.1nmcnt ll/ Cicnclin. L"niver· 
!oÍI}' oíWur\.tW. W:ir~aw. Pol,inJJ. 

Rf.:SULTS 

holadon •nd ch111r-aclr:rizallon uf • mutan! alll'rrd In 
~..\DP•.c;ou. A mu1an1 devo1J oí NADP. ·GOi f ICNJOI 
"-il\ l\t•l.111:d írnm a 11r<12 mutan! 'train f'"iT.\'21·4t\J h).· thc 
mclhuJ ol Onlhcn ;ind l.ai.:roulc 171. ·n1,.,c author' founJ 
1ha1 \lr;un' r.:•1rr}ing 1hc 11r11:: mut;11i11n \~crc ¡1hk lo grow on 
MM 'upplcmenlcd "-•lh urc1iJu,uccimi.: ac1J m thc prc:.cnce 
oí prolinc ª' thc mlrog~·n 'ºurce hui nol "hcn lhi\ amim1 

· acid ""ª' rcpl.11.:cd h~ mnnionium ~ulfo1e or !?IUl.imic ;1óJ. 
Froni a 11ru! ,1rain. mulanl\ "hich werc ahlc lo !?ftl"' on 
;immvnium 1•r ¡;:?/u1.1m1..: .1r.:id \l.crc ohraincd; thc\c 'lraim 
~hu"cd lu\.I. /c\d" of SADf"·GDH. Mu¡;¡nl \lr;un CN](J 
had NADP · ·GOif ac1irnr 100.fold l11"cr !han 1h:11 uf th"' 
STX2l-4,\ rarcntal \lr.iin and lhc S:?88C wild·l)."pe -.1r.1in 
!Tahk !J. Mutan! CNJO Wil\ matcd "Ílh \Ir.un D5H7-4B. 
NADP'·GDH ac11virr "ª' 1k!ermincd m c.u.;h uf1l1c .. 1011c .. 
rccu~c11:J lrom 111 lclr.id,. The C'rií'<U:ir~· lo de\'dnp "ild· 
l)pc cnl:)U1.tl11.: ;1cl1\.1f}' .ogam.-.1 thc 11)().fold·lnwcr .u.:tivnv 
fuund 1n lhe ('~ lO mulanl 'Ir .un follo\licd a 2:! .-.e¡;rc¡.:alion 
p.allcrn. Wfüf.t~pc: ,1c11v1I}' <1nd mu1anf ,1r.iln ,u:livif}' ,1¡¡111. 
\landarJ dniatmn' oíl}.(JI] anJ 0.001!. fC\flCl'l1vdy. Thc'c 
Jata .-.huw lhar !he ;1l1cra1ion prcwnl in !he n1ut•1nt CN.111 "ª' 
duc IV 11 'in¡.:k ¡.:enl' mut;1ti11n. ,\u\ofwphk m.irl..cr~ dhu 
~ho11.cll a 2:2 'cgrc¡.:.11ron palh:rn. ·1111, cm\\ al/owcd 1hc 
re..:o\er}' uía 1kru·a11~·c írom CN30 CCN~IJ. which rcf:1incd 
low leve/, oí NADP' -GDH acti'lh' ITilhlc :!J :inJ hh11Llinc 
auxo1rophy. CNJI Wa\ metf lo ~~rr~ oul !he rnl uf thc 
Lhar.icfcn.-..at11m. 

Thc CNJJ mul<ml \lr;.im ,1¡01~c1f .1 hit:ha J1m/11mg 11111c 
1han lhal foumf m lhc "•lll·l}pt: '1r;11n "hcn bolh ''ra'"' 
were gru"n wi1h amnumium ª"' th~· nilru¡:.cn "1urce ltla1a nol 
'"º"""'· S1mil.ir ¡.:ro"lh ";" ilh,cni:d in 11'.lfh ,rr;iin' "hcn 

fOI l 1 \\l \11 !\) ~llL\~! .\ll.'"l.\:-01.., 

1 \111.f' ~ ~ \/Jl''·l1llll·.-.. \P Cill/I ... 111.1 
(jf)(,\/ •• p..·,111< ... 111111 •• •• 

-------~-------

!i1r•J11 N'\Pl"· 
~Ml·G!Jtl' ,.,1h· 

1.111r 
(o/)(1\l" Ulm"I 

l'tul"1<" 
t:0-11,•.:0.<J, 

- -·--- ----------
!..:!!!<'( o )14 tHJ.:! 1 !O (Al~.:! J UlllU NIJ 
ST.\11 ·-'·" º'"'ºº U O.:!~ tO.iJO.I~¡ "' ND 
CN.10 ll(I0.1 llt/22 111/lf~UJ Nll ND 
CN.ll llflO) O.l>!lHIOIHI 0(110 ND 
CSJJ 11.1•11 u.ormw.0011 ND NO 
CNl4 0.001 0002(0.~l) NO NO 
CNJ~ n "~ OOOH f0.f•1l?1 o ()¡jl~ 0.IJ 
c:-.:.11. O!IOJ 110111m.oo.H1 OCIOJ:! 0.12. 
CNJ7 U.00~ U.ll~M/O fX171i1 O!J02 0.11 
CNJM O.OOJ O.OJ7.:! f0.0IM9J ll!JOJ o" CNl<r Cll•ll O IJ01~ CO.O(J!.:!1 º"" 0.11 
M1;i,c:dc:Atro1"' 2.111 Nll ND NI> 

ISTX.:!J+CN.1Jr 

• F1>r lhe 111 ... \Ufcn~m or No'\llf>·fiDll an.J GOGAT,c: .. u ..... "' I'"°'"" for 
ll hon MM wuh ~ mM INll.l:~O. plu•O Ol~i ofh1>1tJcnrnd O.Ol'l h"ne 
NA[).GDH "'''"I'~ ..... ,, drlclmil'led ... nh n1rach ob1 .. 1nrd frnm cclh -"'""" 
nn ~n mM ,..,.ll ... \11, ,.1,,,0 01« h,,1,.J1oc .oI>J O Ol'l 1~,1nc:or11n f'mlin<" rlu, 
hlll'1 h"Udrnc .anJ O IU'l h\ln<". NU. ·""I 1k!ctn1lfl<<l 

• L •r•n,ctl ~' m1, ron~>k\ oí NAlll'll c111d11rd rocr m1nurr ,..,, m1lhir.am uf 
r1.>1e111. 

' t•prt1\.Cd ;o, m..:ronwtu uf" NAUH oudrrrd ,-.er m•nur<" ""' rc1111<111u!I or 
Jlllllrrn. Thc: rc:po•UeJ ~•tunare: lhe mun• nf 10 Ufll'll•nc•H• Numhcu iri 
J">fl'nlhc'\.C1 d1ow lhc: \l.an1l .. rdd<"~w1nm,. 
, "Crlh "'"<!"' I"''"" ftlr I! h ''" MM ... 1h <40 mM 1N11.1,su. plut o 01~ 
h.,llJm~ O Ol'f hl!nl'. and I~~ glul.am.arc 

• E•l>C<'led ... ¡.,.,_ ~ !.:!. E•r<•"•ed ~' h•!.ol UIHI• ,,, Cfll)mc 

lhcy were i11cuh,11cJ in MM phi\ ¡.:lulamalc Cdata nul <>hown,. 
Thi<> phenot~·rc h 'imilar 10 rhc 1mc dc~criht:d for ;1 J.:Jlil 
mutan! lilrain f7). Funhcrmurc, lhe rc<oidual NADP··GDll 
.ictivity found in cxlmch ubtaincd írnm CN)O and CNJI 
muranl 'tmin\ \howcd 11 hi,,:hcr lhcrmo\cn\llivuy 1han lhat 
lound for lhc cnzyme prc\Cnl in c:ii1r:1ch ubtaincd frum 
\lrain STX21-4A (di1la nol \hown¡, which 'uggc'>h lhal thc 
CNJO and CNJJ mutan! 'lr.1111\ cmry a 'truclural mu1a1ion. 
Thcob<ocrved aclivily ofa mixture oícxlmcl'i ubramed froin 
CNJI and STX21-4A !T:1blc 2l ~hows thal 1J1c low ac1iv11y 
found in 1hc CNJI murant <;lr.iin is nul duc to 1hc prco;cnccoí 
an inhihiinr ffi eurnch o.,taincd from CNJI. Since it ha\ 
bccn prupo<;cJ that lhc rc\ii.111:11 growlh Ob\Cf\'CJ in a 
NADP • ·GDH ·IC'>\ mur:ml could be allrihured lo rhe opcrJ· 
linn of !he NAD·GDH O IJ. thc acrivity oí lhis en¡ymc wa., 
mi:.1\Urcd in \!rain CNJI. A'ii e:ii:pc:ctcd. 1hc wilJ-typc: ''rain 
:md CNJl mutant \ln:Ün \ho\.l.cd \Cr) low NAU·GIJll adiv· 
Hy whcn grown on MM f"f;1h/c :!). 

holallon and ~die chanac1,ri1-alinn n( a mulanl wilb 
a/l,rrd GOí:AT ac1hUy. A glulilmalc 11tn:otwp-h !CNJJJ was 
"olatcd from rnuram Mrnln CNJl. ª' dc,cnhcd in Malcri;th 
..ind Mc1ho1.h. Wc followcd lhe rrulclco/ dc\crihcd by P11· 
l;una and Cundc f20J ¡mtJ founJ a írcqucncy uf 0.5'.(, for 
glu1am.11c ;IU\oltoph\. Straw CNJJ 1c1;11ncd lhc Jow 
NADl,.·GOH ;1c11vi1y prc\cnl in lhc CNJI p.;¡rcnl \lrain; in 
addiriun. m111an1 ,rrnin CNJJ 'huwcd a CiOCiAT aclivuy 
;!:(J.fold lowcr 1han 1/tal fuunJ in w1ld·t)'p.: anJ NADP'.(jfll/ 
mtlllml \lr.tin' fTahlc !). Thc lc\ull\ gl\cn at:.uvc indicatc 
lhal in a NADl'"·Gllll·lc\\ scnerit: had.Rmund. an anc'I in 
GOGA'f ac1iv11y 1c,tdtc; in glUfillll~•lt: uu'totwph}'. "Jhio; phc· 
lllll)·r1c marf..cr ;illn11.L·d u, to an;1ly.-c rhc J!Cnc1u: \C}!tei:atiun 
11í 1hc mutalltin!'i rc,Ptln\ihlc for rhc rcduccd GOUA T 
.1ctiul)" ;m1J lo .. cure ~lur.1m;11e <tU\utwrhy. FolJuwinl! lhe 
1111t:,ufl!L'ncl1l· nomc11da1ure. \\C 1fcci1lctl 1t1 uw <ilJS;" thc 



t.··~ H•I 1 11 1 1 \I 

1 \lll l : ,,~,,.~.11u1n .in.111•1' ,01111.,,~,.,, '" ''''""' »I ••1.i11h ,., :1 1 ...-i.¡ r ,1,. ( -..:•. (-,1.,. ··'l<I ,.,1"4 

\ 'l~ \f \ l.i ,.: •. ;, ... { ,; .. _ t '11 ,,,,,, .. , ....... . 

•~1uJ· 
J.,,c.ic.J 

l.'\ln,l/.-t/alr11: .• /,'.!· -l.'\••11/¡f., 111 
.-Jlr l'Utf l"": 

! \ I" l/ \/u ,•Jlr , . .,,¡ · l 'i> \f l /.i 
h••h•/1'.!•,·u•.' 

c-..:1111t.-t/.i ,, .• 1 •• 1 cJJi ""'! · <'-'"' 
"'''' 1•Jh ~"'' .. ,,,_. '" 

J:l"O.' .1mh•1 h•r<.icJ<.i.\ I" .'iu.unl'S.Lld/.l/.i :,.¡ ~dh c1111 
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rl.Jlm~ t•n 11'1.'Lll-• ~1•n1.11nmt: -Hl:llh>llllllll ¡lf .Jlll/11lln1urn phh 
U l'; ¡:l11r.1;11.11c. F11ti:cn 1c11.ui.. "ere .Jn.1l) 1cU. F111· ,q.'.ll" 
J:ai.·d ~ ~ nin .. • ••'¡•ri:J!.llld 'rr1ir,1tr .. rhic ! ¡.:h11;1m.11t' .111\· 

1llfttph . .Jrld ••lll' '<'¡:t«i:.i!úl _¡ r1<11t>•r.1r-lu. \ f,,11,, ¡ ,,~. 
. 1u\1•1·"¡ih1,_ 11 .. 1r~1.1• ,h,11•i:t! .1 :.~ ,t'¡:rq!.l\1t•11 r.1r1i:1u 1 l .1 

bl.: .\1, \\l• /11IJ/1i:r 1.h.1:.1,l1.'!ll1.'d lht''C d,1ni,:, h} d,l,rmlnlnJ: 
GOG,\T .1.:11111~ 1n l".11.:h uf 1hi: •!ratO\ oflhc 15 lctrad• . .-\11 
lhc rru101wph1.: dl•llt'• •thuH-.J <iOG,\T at·11111)-. 1•h1k 1hc 
.1U\tl!n1ph1, 'Ir.un> h;1d J~llllln.'.' 11/th.:h 111·rc \i:•cr.1lfo!d 
l1HlCr lhan tli. 1•11i:• 1t111ml m lhc· lltld·l)p1· ,\r.un ,ir 1n thc 
rr,11111i.1rh1, •l'fft'!!.111r. 111.11.1 n.•1 ,tu•" 111 J h1·-..· r,·,utt-. 
1nJ1.:.~tt' ch.a! 1h1· < ,< 1{; \ / .fr,. rh .. ·ri.in r·· J"rl.1~ i:.J h} rhl· 
mu1.u11 •tra111 (':0-. :¡ "·'' Jiw !u lhi: JHC•l'lll"C uJ i"P l,•¡hi:J\ 
hnl...cU mu1,1l1l•n' "fhth. tn lht• ll'lr:1d, ,1i.11•1n¡: lh1· l 1 
wi:rq:al111n. rhc ¡:lu1.m1.1h• ó1U\i>ln•rti1.: ••·Jirc.c.1111 "''uld 
.:J1r1 th1.• J1 1ut>!.' nm1;111un r1c"·r11 m •11.••n C'.'...1-1. ,,¡ 1111· 

lht1.··· rr1•1t1tn•rl11..: d"º'"'· "lit' "•'uld h.irl'>or 1111· '"'' 111IJ­
r11x· .111,·h:• ''fl.'.•1'111 lfl tht' { ~ll •!r,un .. rn.l 1·.1-:h <lÍlhi: ,11/10 
l<11• '11•ul,I t'-l'.ir 1111( 111IJ·I\ pl· .md ''lll' rn11t.1n1 .1Jli:k ~1r.i:11• 

l·:-.,:11,. e·,.~ (·'-;" .md {;o..;:•11l.it1I,· !J l'>dnn!'.•"J 1,, ,1 
tc1r.1U m 1<h11.:h ¡.:hu.1m,1tc· .rn\1Hr.•rtn •h"''t'd" •. l 'l'¡:r1.•¡.:,1· 
t11m pallan .-\• l'\r<'dl'd. !híl'l' •ll 1•1,111 ¡( ., 11,, es,~ . . iml 
C.'11.'11 ,f¡,111t'd (,rl(i .. \ 1 ,,._11111\. 11t11Jc C'~.'N l.1.:J..ed !to• 
,ic111tl\ 1T.1f..k !1 

Crt"".'' \\:re rerf,,rml'•1 ,(IJ:"IH~ lhi: ,c¡:rei.:.iru .. { :-. ;¡, 

~,U, thc 111<> \.\l]J.!\ pe .illdc-. "/Hit• ( SI•¡ l•llrli:' th,- i"U 

mu!,Ot'U t!<'flt'\ fT•1hll' .l¡ hnally. <. :...rn and l·:-.:•x h.11!->or 
\inJ!,k ~er~l' r!ll/\;1l1<H1' ., /Jt'w fl'\tilr\ 'hº"" lhal !he (iOGA'I · 
lt'" phcn1tl\ re •h11•1n hy qr:un C~JJ "due 11• lhl· prewn. c 
nr l\10 lud\dl lml-.ctl n11tt.ilmn\ 

.'Jt\LJ-(jfJll ai:r11lt1l·1 "'"r•• tlt'll'r!IHncd lor \lr.un1 CNl6, 
CNli. C!'o.I/\ .. ind C\,;.l'J m 1.'\lr.1.:t• nhr.1inc1I from ~·c!h 

p:'ftl\lfl 111th .1mni.•wu111 1•1 p1.ilm1• .• , th1· 111r111¡.:1·11 1our.:''' 
fhe'l' 11r.iin1 1tht\1t'd "dd-1~rt' .1o.:tn.111 . .in.! 1t1c cn11m1• 
wa' mirm.dll rci:ul.ileU m thl''c •lr,11n' 'r.1bk ~r 
Ph~nol~ pk ch11ra.-1rri1111io11 oí '>lralm l"\.1f,, C:'\J7, {':OO;Js. 

and C''\JIJ. S1r.1m• C~Jr,_ ;:-:-., 1~. C'.\.!ll" .. md (N.\'J 1h1l' 
incuh.1lc•I nn h1/Utd ~ulturi:• uf ,\l.\f .111.! M.\f ¡ilu• rl !'. 
!!-IU!arrn.: "''J in orUcr ro .jn,1l~tt' !he pl1i:n1>t~ ru: l'ch.I\ 1111 ni 
•lraÍn'> l'.Jt1)mg 1lo11t..1~ .111J -m¡!k cent' m11t.st1nn• cF1g. 1:\1 
11 C.Jll i:>l' "Cl'll th:i! '>fr;un C:-. lt, ,/i<>ll i:d J J.,¡,/·!111¡; IHllC •'11 
M\f 1unf<>IJ h1ghi:r than 1h.1t l•l lhc 11dt/-t}pc ,¡r,un S:?¡.,xc 
''' menlloncJ .,r,n~. 1h" ""(J!d be thc t'\ri:.:kd ¡i!1i:n1•l;.pc 
fo1 .1 o,.,; \/JI" -Col>ll m1n.u11 •11.irn ..,ti.mi. C.'-< . ..:. .111.i c:-.o:r; 
•h.,1.1cJ h1J?.herd,1uhlm¡: tlnll'., nn \1\1 rh.1n1!1t! ( ·:-.11,. IHJ.111;.. 
e•; 1'} "·" un.1t..IL- h• ;:nm "11 \I \I \\ l1L't1 rln· '" ,11.1111., ",•n• 

\••••~·'"'" .,, ·'~'·"'"rh._ N••" ••·<'• 

¡< 

10 

"' 
i:r1n\n Pll .\f,\I plu• !l.!'! ¡:lut,1n11 .. ,1l·1d. \IUJJl.u J:r•nqh 
.1Hh" "<:re u/l(,uncJ [f"1g. !B• fhi:w íl''U!f\ Índ1cate th,11 
11', j'.lltr.il gh:ta111.11: .1u\1>!1uph) uh,.:n ctl m NAPI'" .(;!)!/ 
k'' 111ut.1nt• " ·K•t'ntu.11cd m th1•w 'l'f!ít'!?.1nl' ·:.1rn rng 
•111¡:k !'.Cllt' UHH.11/Un\ tCN.1? .inU CS\S¡ .1nJ lhal glu1am.1ti: 
;111\,11rop/1} 1• .1u.1rncd on!) 111 thc d1H1hle GOO.\T·k'' 

lt h,1, bt'i:n -.ti••\\11 trr.1r 11hen '•'rlll' m1.,:1;>nr¡:,,111•m'. lile 
,.,/, "'"::.; 'ri:1.1•• .• u.; l'."'''n ~u1d1:r .1n1111"r11111n lmut.1!11>n . 
!h1.· ~ \[}l''-ü[JI/ d1•~·, ll<l1 p,Hl1L"1p.1li: tn th~ ,1'>1m1l.11w11 oí 
thi. ,_om¡h.ttrn•l c~i¡. Lndt'r lhr, r.:1ln1h1ron, 1t1\! mr.:t;i~,1f1r.: 
p.11/l"a\ .:ompn,mg dut..im11w 1}nlht'l.i.e ; n.1 G<lti.-\T h 
re,ron,1t>Jc for l•urh .1Uln1<imu1n ,¡.,,1m1l.1!11.•11 ;11111 gl11t,1m.1rr 
·~·111hc\1' C?l¡. In urdcr lo .i11.1h1i: lhi: p.1!11c1p,1l1,•n of 
(o! J(i,\ r rn tht' .1 .. 1mri.1tu1n ,,,. '"·' .1111rn1in1urn ~·on•'l·111r.1· 

!tnn• in.).,,.,,"""'" 'lf,J1n• c.-...H>. CN.17, C!'\'.h, t."~t•;, 
.Jnd "dd·!}pc ... ~l'ii'iC \IL'fi: ~r,mn rn Mllm1"H1lm l11111tl'd 
.:unU111u1". ~tr,1111, c~·.111. r::-..;.r. l'S~il. ,1nJ •11IJ·t;r~· 
~~¡.¡8(' ¡:rc1~ l'.1111 lht' ,,m1e d1•t1hlmi: Tllnl'' tF1;!. ICJ . .-\\ 
L:\pcct<.:d. CNJ9 "·n un.1hli: 1<> 1:n111 11ndcr 1111\ l'un<.J1t11in 
111!! ¡e,. s11ain tSl." //111 <ifJ//I ~11d ,.,,.~J. 1\t11~h '"·t' 
,1!->1.11nrJ tr11fl\ the ..:r11" hd\\t'C!I ( :--111 .1nd !)<\< 1 !t ·. ¡:ri:\1 
,i. "di,., tht' 111ld t~ re S~1\HC anJ ..ir.uri. ( ·;-. 11>. C;\; 17 .• 111d 
e:-..:·~. 1 tw !.tr.:~ <>( (jfl(;,\ 1 .• .:1111!~ ,1fhl'tt'd thc J!ítllllh nn 
\l\l , 1 t 1h,·f·.\'J'i mut;111! -.ir.un 1»l11ch ,¡,,,11•·d.1111nr.:rc.1•crn 
!hl· d<•ulilin!!, 11111,; comp.!f1·d \\Uh lh.tl h1und 111!In•111!.! 11p.: 
.. ua1111Fri: l.\1. ·11n: .1~!1\111 1il ~ .. \f).(lDll 11,,, .ti'<• ddcr­
m1ued 111 l'\lf,KI' "1'[,uoi:d frnm (.''.'.' .\<;:. r/H• •!1;11n rct,1111eJ 
111ld-11ri: .1i:M11!r 1 rahli: :,ti 

Effcd of •llll!k ¡:tnc mul.1liu11• un t,!Hi,\T :1dhi1.L c;o 
ti.-\ 1 a~ll1il) 11,,, .1"a)t:1J ,tt pfl 7.1\ ;i' lli:,._;:rtbt'd h) Ho1lll d 
al 1.!:!1 /r<1wt'•er. 11hcn (i{){;,\·¡ ;1cl111t) \1;n ml"1-i1rcJ al 
drlkrl'lll pi{,. l"o pca~' of a.:IJ\"JI) 11crc e11<lcr11. lh•lh 
.i.:tJl111l'' ¡(j()(j,\l A .otll1 (j()(, \ ! !ll ..!~¡ (f!,J,,! Uli tlu: 
pre.en~··''' ~-O\l•¡.:lular.11e, !!.1111.1111111~·, :1nd N.\l>I!. !: \Ir J~h 
oht.t1neU IHHll 11r..1m C/'.'.lti incuti.1rl'd vn .\!~! 1h<1wcd '"''' 
rlf 1•rrn11.1 .ir·'>~ .md: o !l 1l'.. ~AJ. /:,tr.ii:h ,1h1.11nl·d rmm 
,1r.un" C:o-Jl"' .md C'.'\'J~ .,h¡111cd unl) 1mi: pc.1J.. of ,1.:11111~ 
c,u.::11 .11 plh ':'.tJ .1nd fi.º. rc,rl'.:llHl) (h¡.: :111 l'S19 
'ho11i:,t \cí'. !011 lc\d• uf l'U/\/Jlt' ,, .. 1111!). Tl'¡.:.1rUk-.~ uf lh•• 
pi! u•i:.I !or lhl•.1.,,1111·1~. :111 lhL·,c rc1u11~ ~Uf,:i:'r th,,r .\ 
'n1·•111<lr" ha1 11~0 (i{)(jA r <Kll\lllC• ;1nd 1h,1I th1' JllU!.1!hJn 
m '11.iw C~J7 .ult'.:1ed nOCi·\ 1 .\ .1.:t1\1I} irll ti~¡ "h1lt' 1hc 
n1u1,t11<111111 •train C:O-HI\ :11!crcJ c,rJGA! I! .ic111111 rpl/-: 01. 
/ urtht'rmure. thc l.1.-1 th.H tlw t!nurk (¡()(i.\'I m1.1.iu1 C}. \t,i 

•llll<ICI! ler) !cm (j()(j_.\"[ ótCltlJlle' ill ;¡IJ p/h 'll~J!t.'\I~ Jh,1! 
thl! i1Lt111t~ '1crc.:1i:J .11 rll ''-~in t'\lr.il:I• ,,t;.1,unl·J í1um 
,11.1111 ( ·-., ¡- rl.'prl''i:nh .1 Jr.1.:t1nn uf<.JOfo;\T U ª'11\11~ thar 

~~:1t'c ~~1'.11 .:;·: l'~J1.:~¡;.~ 111;~ ~1~ tr~~-~' ~ .~i .i~:~ll\tlj':,'.~r~ ~::~·11 r~·'::1~1~~ 
,¡¡.,~:!.! !1~· t;nc;.\ 1 A .1..r111t; 11'1¡.:. ~.\ ,,1111 Hi /k,.11leJ 
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FIG. t. Gn,wth of \ltaln~ S288C t•l. CN.l6 (0), CNl7 f.t.J, CNJS fól. CNllJ l•í. anJ CN)~ 101. Ce!!' "'c:rc: {lf\11\n •111 .MM .,.,1th 40 mM 

(NH,lzSO~. O.Ql?t htuidine. anJ 0.111% ly'.iinc JA); on MM plu~ ().!% ¡dutama\c, Q.Ol'fl hi~tid(11c:. anJ OOV< l~•ill~ tl\J· ,u in fc:d b.it~h 
ammonium-limilcd tuhurc\ "ilh 0.ot'ñ' hMidinc: .i.nd 0.01'<· lys.inc (C¡ O.O ti50 nm, Op11c:;1I dc1i-i1y .u MO nm 

A B e 

'" flli. l. GO<iAT acllv11y1d .Ji1Tcrc:n1 plh l''l'I!• "ere: in..:u!'lme..t m MM \l.•1h 4U m~l 1NJt.1_.sn. plu,U.Ul',; 1,,11u.' .mdon¡.;;. hhliJmc f.n 
l:? h, l~\lr.U;I' ..,C'IC 11rtfMrt"'tl <!' .Jc:-.~nbcd in ~1a\erfoh an,J Mc:1t"~'· l.·\) S~KllC ie¡ :ind C'!'. 161 . .:1. U\1CStf1e1. C!'-1 ~11 tVI. ,.nd L t<0W141 
IC) Su-.-in C:-.l)h "''" ~nr11on on M~t ""llh ~n 1uM iNU.)~so. rtu~ 0.01'< !)'me <i11110.111''!- ki.tu.lm<". After JJ h. lh~ culli:tt 1.1. .. , '11vi.JcJ MJ 
¡.:tu1am:ll<:' >1oa' ;uj.Jc:d to nnc h .. !f of lhe .:ulturc Al!i•r h h. GOGAT a.:lt•ll) m .:uhu1t' "nh "') ,1nJ wilh<.>•H i•f g!u1atll,1I.: \loJ\ ddcrmi11clf 
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C\U .h.h prcp;u~·J from <tlr<iin' C'Nl,, .md C'N 17 ¡:;1\"C 1c,11ll' 
~mul.1r lu thc one' founJ 1n n1,.111J~·,,1hcJ c.\tr;i..:i.. 11t,11.1 n•1I 
sho"nl. Whcn a..:t1\·11y v.a' ª'!>·t} cJ in dc<ta\tcJ C\tr.u:t' 
ohta1m:J fn>m ~tr:un" CNJ8 ami CSJ9. CiOOAT B cnn­
m.1fo: a..:11 .. ih .,.,,1, 1111.:0\aeJ. 'hu\\IO¡: a JOIJ':( rn~rca'c m 
ai:tn 11~ .:ump.1rcJ v.1th 1h.11 founJ m nnnJ1•,Jl!cd c\tr<1i.;\' 
tJJt.t n"l '"º"ni. The .. c ,1,11<1 !>U}!i!e't thal thc mutJt1.in 
"hÍi:h affcclcd CiOOAT U .u:ll\ll~· rcn.!..:rcd it 'C0'L\l\C tu 
mh1h111un b) ~umc ncgall\ e mod11l.1!Pr 

GllGAT activ1tic' "ere .1lsu Jctcrnuncd in cnide C\tr.1ct' 
1lblamcd frum 1\1ld-typc sir.iin S~R8C On!~ GOGAT O 
.1cti11t) lpH 7.0) "·" appa1cn1 rFig. :!Al. S11ml,1r rc\uh' "en: 
1lhtaincJ "•lh Jc,,1ltcJ e\tr.,ch hl.11,1 n1•t 'hlmnl. lhc lad, of 
(jl)Ci,.\ 1 A .1..:11 .. 1\\ 111 the v.11J·I\ P'-' 'H•un 1.:uuld he ;11111\mteJ 
lo a rcprc,,nc l!llc.:1 Juc tu !he h1~hc1 iotr.i..:dh,L1r ¡;l11\i1· 
mate conccntr.1l1un founJ Ln the "-LIJ-1ype <.Ir.un comp;ircJ 
v.ilh th;it found in CNJ1., CNJ7. CNJR, anJ CNW (ínhie 4J. 
\\'hcn GOGAT .1clÍ\'ilh:"i wcre Jctcnnincd at thc .. ;1riou' 
pH,, .. 1rain STX:?l-4A 'hu"cd bchavior "iimilJr lo th:1t 
Jc, .. ·n~d for wilJ-l~pc: ~tr.11n S:?~t'C td.11.1 nol <thl)\\ ni. wlük 
thc r.:1/li/ Jcn\at1vc 'hll\h•J IV.n ("Ca~' nf .1.:IÍVll). runhl.'1· 
ml1re. ,trJin CN3t. "'•" grm\n 1•n MM fur l:? h. 1hc culture 
\loa' J1\id..:J, anJ glu1Jm;1te t:?O m~t~ ....... , aJJed to une halfof 
lhc ..:ullurc. The rc"it of lhl' culrnrc rem.iincd "ithout ¡;lutJ· 
m.itc: al f1 h aflcr !he aJJ1thm uf gJu1amJll'. 11n\y GOG:\T U 
acuvity cuulJ he Jc1c..:le•l IF1¡:. !CI The,c re,u\l<t suggc\t 
th;it GOUAT :\ a..:t1'11~ l' .1rn: .. 1cd m 1he prc<tcnce of 
glu1.1m.11..-

OISCl SSIOS 

A glutam.11c ;1U\olwph ""' 11htaincd fr11m ;1 NADI"· 
G()fl-le'>' rnut.rnt 'tram; lhi .. '>\rain l.1c~' GOGAT activny 
Thc ¡;enc1ic ¡ma\y,1'> of lhi' mutan! "h'1"c1l th,11 thc GOGAT­
\c" J'lhCnlll~J'IC "'ª' Cll!lÍCífCd b~ a <illllh\c gene ffiU(;LfÍOn 
Sm.:c it ha' he1:n humJ that <hrnhk mutanh v.11h J\tcrcd 
cylo\o\ic and nutodmndrial c1trall!' '>)'nlhi1\e ;1..:tivit1c<. 'huw 
lo .... cr lcvcl\ uf uther en1.ym;i11c ;1~·t1\11tlt:'> (\_\), ""c dc1cr­
mmcd citrate '>}nth;i'c acll\ll} 111 thc CN39 mu1ant '>lr;un. 
Th1., cntyml! 'huweJ "•ld·typc ac11 .. it~· 1J;i1a not .,hown). 

lt h"s bccn· propu,cd th.ll m J.../,·h.udfo .,pccí..:,, GOG,\ T 
acll\ 11} l'i necc,<tar, for ¡.:w .... 1h unJcr cundi\Íon-. uf 111trogcn 
hm1t.111un l~J. :?fi1. ()ur rc,ult• imh..::Jtc th;it thi'> ¡, not the 
ca'>e m .\. 11·n•1n1111·. '111~·.: mut.mh JcvoiJ uf CjO(i:\I 
a<.:llVÍI) are abk IO gro" \Ooilh ".JADP' -GDU 

Wc havc founJ lhat C\tra.;1, oht.tined from 11 N.\\W'· 
GDH-le .. , ~líillll \h<l\\ !V.t• p<..«•~' uf 110GA r ,ICllVLI~' "'llh 
diffcrcnt pll optim,1. Thi' 1-. an unc\pe~tnl re.,uh, \in..:e 
GOGA"I h,1, Peen 11re~·iou'>I) pu11ficd fr,,rn S. , "'11111<11'. 

"hu\Aomg a t-ir11,1J upt1m.1! pH r.in¡:e t>..:tv.el!'n pi!.. 7.11 ami 7 S 
!17). Sin.:e. :"" mentioned .1bu•c, the e\rre"'°" of the 
GOGAT·k"' phenotyp .. · "ª' dq1cmk111 on lhc rre-.crKc ,1( .1 
duuhk gene mu1,1twn. "e m.u.le thc pcnmcnl ..:n•.,.,e, 111 
urdcr lll oht;11n ,1ram' c1rr;. ing ;i 'Llll!lc rm1t.1uun c.1~ h. 
Thc'c ... tram\ •CNJ7 .1nd C~.1¡.;¡ '>hn"nl l'nl~· <lne pc;1~ ui 
a.:t1'>1ly c;ich.1.c. CiOCir\T 11.inJ GOG:\1 .\, rc,r..:..:tnel\ 

J llullMl'll 

Ftutlwr C\f'!<'!llUCOI• .. 11u .... e1I lhat (jt)(i.-\T ll aCll\ll} .lp· 
pc.ucd 111 Je,,11túl ,·,1r;11.:i... obt.1111,·,I h•'lll ,\rJm C'.'o'.ll' . 
"h1.:h ,Ui!.\!I.''~' tt1.1t th" n11Jt,1!11111prc,l'tll1111111' .. 1rn111 c11her 
.. tfc.,..·d tj()(i,\I 11 -.eu..il\'11) 1,1 ,,1me nq:,111\<' mo.Jul.11t1r 
,ir re,ultc::U 111 m..:re."cd \)lllhe'i-. llf a nc~.1l11e mudulator 
E'.\penmcnt" ;:rl' unJcr ,,...:n· 1,1 Jctenmne "hc1hcr 1he mut;1-
l1•!0 rr,·,cm in ,1r.1111 \'~\¡.¡"" ,\111..:tur.1! 1'! re¡:11lahJr)' lhe 
f.1..:1 th.11 ,lf,1111' ("...,, \., .1111.l l"~~¡.¡ •h,w.cd <•ni; <llW pl·.i~ 11f 

.il'IL\il}' cach .... •11IJ toe c\p\mned ti)· ;1 .... ummg th.1l the 
mu1atin11' pi e'enl m e.1d1 "ne nf the,c '>tr,•Ln' h.1 .. ·c ;1\foclcd 
a 1hfkr,•nt GllGAT ac11v11'1 or th.1111n .. · C'll ttw mut;1t1•m~ ha\ 
;1[fo~1cJ GUGAT acli\1ty and lhc nthcr on..- h;"' ;1\tereJ a 
1cg11l.1tory gene who'e rroduct 1-. l!l"-llhed in .i mod1ficat1011 
'Y'lcm. Thc opcralH•,1 LJI 1hi, ,~..,k·m ~hou\,\ ~wc ri'c 10 a 
moJilint en1')'mc wh1th n.•t.un' GOGA"I ,1ctl\ 11} ""hik 11\ pll 
llpt1mum *' ..:h,1n¡;cJ 

E\tr.ll·I, 11ht.1incd lmrn "1ld-I) p.: ~tr.im S;!ISXC ,u1J p.1ren1 
\líilm S'I :-..21-..iA 'hov.ell only GOG1\ T B <11.'li\ 11~. 1\s mcn· 
tiuned at'i1J"-<", the v.ild·l)pe 'itrnm ;1..:..:1111111!;11<·' i,?\utamate 
pt-l•Jh "h1.:h .irc h1¡:her than 1ho'c lllllnd in N:\J)l''-GDll 
mut.mt '>lram'. Th1~ hugc anwuni uí glutamatc could nc[!.1· 
11"-'el)' moduliltc lhe c\prc .... io11 of GOGAT ,\ <1cliv11y. Th1<; 
po~,ih1!i1y ¡, 'iUpportcJ hy 1he fact lhat 1hc addilion uf 
¡:lut:im.11e 10 a culture of ~tr•1m l'N''' ¡:rn""n 1•n MM rc .. uh' 
m a 1!ene,i-.c llÍ CiOGA"I .1 ... -11\H~· tFig :?CJ. h 1'> prohal->k 
1hat unJer thc cw11.ht1un' u~cJ I" punf~ thi~ l·n1ynie 11i1. thc 
,~·nthe~i..-. ()f GQ(jAT A !pll fi 51 ""J' rcprc.-.,cJ l;y thc h1gh 
¡tlUlillll.ltc pu<ll ac..:umul<•ted ,1, ;1 rc,.u\t uf thc prc.-.cnce of 
NADI'" -GDH acltVil)". Taki.:n lo¡:e!hcr, the.,e rc'>uh\ wg­
gc,t tho1t S. Ct"rt'rüim· ha, two GOCiAl :1cl1\·itlc,. Sin¡;e a\I 
lhe m1crunr~ani.-.m'> ,111J1cd 'n far h.ivc ..-.hown onlv onc 
GUGAT .ic11vily. furthcr wor~ \\111 ha\ e to he donl!' morder 
to c,,tahli~h thi\ mattcr. Expcrimcnts to purify GOGAf from 
CN36 strain MC untlcr way. Thcy \\1ll allow a biochcmical 
anal)'~¡, of lhc.-.e ..-nz)matk activitics. In this rcsanl, it i'> 
"orth noting lh:11 thc cJu,1cncc of '"º GOUAl a .. 11,·1tic' in 
h1¡:hcr pl.inh ha.-. hcen runy demon.-.1ralcd 11. 18, :!5J. 

Thc negative ctfect of glutamatc 1111 UOGAT at:tivi1r 
~ug¡tc''' th;it GOOAT A cou\d play :1 bio,)nthe1ic rok ""'hcn 
the .1cll\lity uf NA Di'' ·GOH ¡, 1111¡1,urclL lo tlu, reg¡1nl. il 
ha' hccn ,Jiuv.n thal in /J11ri//111 .111h1i/iJ, ,,...111ch nnllnall) 
Jai.:k, NADP'·GDll ac1iv1ty, GOGr\T ¡ihiy~ ;i h10,')'nthetic 
role ¡md ¡, rcp11:\">cd hy f!llllam:11e 19). Our rc,u\ts lndicatc 
thJt 111 •he ah-.ence of NADl'"·GDll 11e1ivit)', hoth GOGAT 
;1cti\·i1ic .. mu't havc a rh~· .. 1ok1¡;:1c.il rule, <tincc thc l.11..:lo.. of 
cither une rc,ult' man mcrca~e of thc Joublm¡: time \\hl·n 
CNJ7 ur CN31S i!o ~u\111 un MM. Aho. CNJS ti~;1ring 
wi1d-lypc N1\DP' -GDll t>ut l,1.:kin~ GOGAT acli\'Íty shn\\'> 
;m mcrca'l'd douhhn¡; time un MM. Thc foct th:1t GOG,\T U 
acl1~ity d1d not dc.:rca~c aftcr the add1tiun of ~lutamatc to ;1 
.:~r1turc of ('~16 ~rowing on MM inJicate' 1hat 1h1<t cnz)·mc 
¡, not \cn'>itivc to 1hi, kmJ uf rcgulatam; lhl\ 'u¿!¡.i.:'l' lliJI 
1\\ ph}·,1olo~ICitl w\c I' rd.ucd to g\111.munc dq;r.1JJtion 
r.1thcr 1h,111 lo ~!u1.,m.11c ~;nthi.'\h, ª' h;i\ h:l'n prup~i~cd for 
,\'. rr10.111 c.tJ. ll1e cvidcncc prc,cnted hi.'re 1mlic.1\c, th.11 
GOGA r :1c11vitv play~ :in m1p•Jn.H\l wk in glutamatc <.yn­
thc~h under cnnJ111nn~ of ammunium e\.:e'\ ;1nll e~tahli.,hcs 
1h.1t thc re .. 1du.1l ¡.:ruw1h found in !°'l.·\Dl'' -Olll 1-\c~<. mutan!<; 
l'- due tu the upcr.1tum llÍ GOGA r ;in,! not to the prc<,c11ce ,,f 
NAD·GDH. '" h.1d hecn p1n·iou,\y propme1\ t \ l). 

\\<.' .irc• p,11d:'< In (1\•>n.~ -.nt<('ri'ln. M,111,, Snh.:1<111 .. mJ 1l.t•1J 
~mncrnf"; th<'ll •flh.:,L] r<"\"'" <>fih<" m.onu,.;rip1 .1nJ10 "!.1¡:,!,11<.'n.1 
\!ir.1n11., .. n<i llcrl1n<l.1 M .. nn'4<JL' !01 th<'or .,~...r«J.,,,,,! ,\''"'·'"''-' 
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·r11,, "'"rl. "'·" 'ºl'l"lrle•I in f'-Hl ¡..~ p.mt li~l'·.\IX·fi..117·77 from 
1hc :-.· .. 1.ur..11 \~.,,km\· .,f Seico,...-, 
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.-\\ila. C., J. R. Bu!cll.i. F. \1. ümuvu, l. 'liúnc1 de l,'.._..Uu, and 
\-'. \"al¡111uu. \'lll7. IMkrcnl ch..rac1eri'1'~' oí ihc ,,,., . ., ¡llul.1· 
m.1h: .,.,th."~'m !he ¡:1c"" k.1•c,,1f '·'' ''i'''''' '"', 1o ,.J,onlum 
Pl.1111 l'h~''''I S~; :1Jl•-il•l<; 

-· Ro¡:onu. t:., J. :0-alru,llltl. and A, \l•chadu. J'J~(. Rcful.1t1on ti~ 
• unm•Hl!lJITT <1f ¡;lu1.1m.11~ J~h~dn•~en."e INAllP' 111 .. m 5m rlrrJ· 
'"'"''""' 'ar1 '"'"º· J (icn. \tn:rubm1 IJl:l-IZ~-1412 

J. Oruo. A., xnd J. !llera. l'lHI!. Ammoo1um .uum1lat1011 m 
Rlu:ubwm ph111r<•l1 hy the ¡:hJ!an1mc \~nthcl."c ¡:lutamJ!c \}o· 
1h.1•<rJih"";1> J. l\.1.ie11nl 170:<11iU-'Jq 
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RESULTADOS: 

El presa!nle trabajo consta de dos partes: los resultados publicados en el nrtfculo: /sola1íon 

and Churacteriwtion of u Saccharomycts ctrevisille nUltanl with itnpaired Glwtam.nte Syntha.u 

Activity y de resultados adicionales que no han sido publicados. A continuación se resumen los 

resultados del trabajo publicado seguido por los resultados adicionales y al final las conclusiones 

di! ambílS partús. 

Los aspectos rnás relevantes prcscnuidos en el anlcu1o ~ pueden resumir como sigue: : 

A. El fenotipo GOGAT ~. es causado por dos mutaciones. en una cepa GDH~ confiere 

auxotrolia por ácido g1utámico. 

B. En la tctrada que decidimos analizar con una segregnción 3: 1 podemos distinguir dos 

actividades de GOGAT con diferentes pH óptimos, en la cepa CN36 los pH óptimos son 

a pH 6.5 y pH 7 .O, en la cepa CN37 es de pH 7 .O , en la cepa CN 38 es de pH 6.5 y la 

cepa CN39 carece de actividad de GOGAT. 

C. La actividad de pH 6.5 disminuye en presencia de glutamato. 

Estos resulmdos sugieren que en S. cerevisúu hay dos actividades de GOGAT que se pueden 

distinguir principalmente por su pH óptimo. Por cUo nos intcres6 seguir el estudia bioquímico de 

estas actividades y tratar de th:tcnninar en qué condiciones están presentes. Tambi~n quisimos 

buscar en qué condiciones una cepa silvestre GDH+ tiene la actividad de pH 6.5. porque en las 

condiciones que utili7.aron Roon (1974) y Masters y Mcistcr cuando purificaron la GOGAT, sólo 

encontraron una activídad con pH 6ptimo de 7.0. 



El papel fisiológico di! la GOGAT en diferentes bacterias constituye una vfa alterna de 

producción de glutamalo en limitación de amonio junto con la GS(Tempest, 1972, Senior, 

1975), en N. crassa tiene un papel de recambio de la glutamina (Calderón, 1985, Lomnil> .. 

198'1). sin embargo, en S. ctrtvlslae \a actividad baja de GOOAT parece ser constiwliva. y no 

se altera en comlicioncs de limitación de amonio por lo que su pape\ fisiológico no está clarp. 

Pero como ahora encontramos dos picos de actividad de GOGAT a diferente pH óptimo 

quisimos. ver su comportamiento en limitación de amonio. 

RESULTADO ADICIONALES: 

Crecimos a las mu1J'l1tcs y a la cepa silvestre en limitación de amonio. En un cultivo de 1 lt. 

de SN (Glucusa y trazas minerales, sin aminoácidos), en un matraz. Fercnbach a 200 rpm. ~ 

limita el amonio al inyectar 0.035µgl mV hora de (NH4J2S04. 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) 

la enzima que se encontró fue la de pH 6.5, aunque las actividades fueron más bajas que en Otra.!t 

condiciones. En los extractos dializados ( O) apareció el pico de pH 7 .0: la cepa CN38 \4D) en 

el extracto crudo (O) tuvo la actividad de pH 6.5 aunque no muy pronunciada, y al diali1.ar (0) 

también apareció la actividad de pH 7 .O. En cambio, la cepa CN37 (4C) en extracto crudo { O) 

sólo tuvo el pico de pH 7 .O. y al dializar ( O ) aumentó esta actividad pero no apareció el pico de 

pH6.5. 
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Estos resultados nos sugerían que en la limitación de amonio, la c01jma imponante era la de 

pH óptimo 6.5, y que no había diferencia en una cepa silvcsui:(S288C) ni en una cepa GDH" 

GOGAr++(CN36), pero que la carencia de esta actividad (como se podfa ver en la mulll!tte 

GOGAT-+ (CN37), no resultaba en una incapacidad de crecer. Es decir, que en limitación de 

amonio, la levadura puede sintcti1..ar ácido glutámico por la vía GDH-GS o por la vía GS­

GOGAT. 

La a'iimilación de amonio está estrechamente relacionada con el metabolismo de carbono. En 

nuestro laboratorio se ha visto que la actividad de GDll está regulada por los csqu\!lct·JS de 

carbono. y se encuentra disminuida en cultivos de etanol y acctalo. Por lo anterior. quisimus 

estudiar la actividad de las dos GOOATs, en fuentes de carbono no fcnncntahlcs como son 

etanol y acetato, donde el rendimiento neto de ATP está disminuído sUpuest.amentc {aun.1uc 

nosotros no medimos los nfvlcs de ATP) al igual que los esqueletos de carbono, pues en estas 

condiciones alguna de la< GOGATs podría tener un papel imporlll!ttc, dado que la GDH esta 

disminuida 
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En la curva de crecimiento en etanol (fig. 5) podemos ver como la cepa CN37 que carece de la 

actividad de pH 6.5 no creció (sin embargo, somos capaces de medir actividad cnrl.mática de 

GOGAn. mientras que la cepa CN36 y la cepa CN38 crecieron prácticamente igual que la cepa 

silvestre S288C. 

Cuando medimos la actividad de GOOAT a las 24 horas (figura 6A)) observamos que en el 

extracto crudo de la cepa silvestre S288C (O ) habla un pico de actividad a pH 6.5, al igual que 

en el extracto crudo de la cepa CN36 (6B, ( O )). Al dialimr lns extractos, fue posible medir la 

actividad tanto a pH 6.5 como a pH 7 .O en ambas cepas (6A y 6B ( O )). La cepa CN37 (6C) 

en el extracto crudo sólo se pudo medir la actividad de pH 7 .O ( O ) y con la diálisis solo 

aumentó la actividad ( O ) • lo que sugiere que en esta cepa se sobrccxprcsa esta actividad para 

compensar la carencia de la actividad a pH 6.5. La cepa CN 3g (6D) en el extracto crudo 

presentó una mayor actividad a pH 6.5( O ) comparada con la cepa silvestre o con la CN36, sin 

embargo, cuando diali1.amos fue posible medir la actividad a ambos pHs (O ) . 

. ,,_, 
0am 

i (1) 6rxrr 
2 /¡,.,am 
::J 

~ 

Figura 5: Curva de crecimiento en Etanol. 
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Figura 7: Curva de Crec1mJento. Panel A: Acet:uo. Panel D: Acetato mM glutámico. 

Cuando crecimos las cepns en acetato, los resultados fueron similares a los de etanol; es 

decir, aunque la actividad cspccffica de GOGAT fue alrededor de la mitad, aquí encontramos 

que a la.< 48 hora• de cultivo (Fig. 8), la cepa silvestre S288C (8A) en un extracto no dializado, 

la actividad de GOOAT predominante también es a pH 6.5 (O ) , y lo mismo podernos apreciar 
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en el cxtracco no diali7~'ldo de la cepa CN36 (8B)( O ); cuando dialil.amos los cxtraclO!-., 

podemos medir la actividad a pH 7 .O como en etanol, en la cepa sílvestre {8A) y en la cepa 

CN36 (8B)( O ). Con Ja cepa CN38 (80) en el extracto no dializado ( O ) observamos la 

actividad de pH 6.5 y cuando dializamos el extracto pudimos medir la aclividad a pH7 .Ol O ) . 

La cepa CN37 (8C) cnrccc de Ja actividad de pH 6.5 en el extracto no dialii.ado ( O ) y cuando 

dialiurnos el extracto, aumenr.a extraordinariamente la actividad a pH 7 .O, lo que nos sugiere 

que esta cepa está sobreproduciendo la en7.ima de pH 7.0 {O ) , csla mutante (CN37) tuvo un 

tiempo de duplicación mayor en acetato comparado con las otras cepas (fig. 7,pancl A). Pero 

cuando le agregamos ácido glut.ámico al medio de cultivo (ftg. 7, panclB} recuperó su 

crecimiento y creció como Jas otras cepas. 
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Figura 8: Actividad especifica de GOGAT en las cepas S288C, CN36, CN37 y CN38, 
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De estos rcsulladns pudimru: concluir que en fuentes no fermentables. la cni.ima que Cut.! 

necesaria para crecer es la GOGAT de pH 6.5, y que no hubo diforcncia Je crccimhmlo entrt! 

una cepa silvestre (S2K8C) y una mutante GDH- GOGAT++(CN36). Por otro lado, la cn1.ima de 

pH 7.0 parece estal' inhibida por algOn efector que se elimina por la di:llisis. La mutanto que 

carece de la actividad de pH 6.5 (CN37) creció con un tiempo de duplicaci6n mayor ~n estas 

condiciones, pero este lag disminuyó cuando añadimos áciUo g1utámico al medio. 

En las levaduras, el metabolismo general es muy diferente en condiciones de microaemftlia o 

de supcragit.aCión: durante Ja microacrofilia disminuye mucho el número de rnitocondrias. y se 

reduce ta capacidad respiratoria, mientras que en un cultivo supcragitado (300 rpm} el míma1> 

de mitocondrias aumenta. Quisimos ex.plorar en estas condiciool!s ClLll de las GOGATs c¡;;L1 más 

activa. 

Coma podemos ver en la figura 9, la cepa silvcsue S288C en un cultivo de supcragitación 

(300 rpm)a las 4 horas(9A. ) tuvo muy poca actividad de GOGAT, pero se distingu!a \a 

actividad de pH 7.0. Conforme pasaba e\ tiempo, la actividad de GfJGAT aum<:nt6 

considerablemente (S horas, y 12 horas, ) y a la.• 24 horas { ) cmpc7ó a dL>minuir 

nuevamente. En microacrofilia encontramos a las 12 horas tambi~n c1 mismo pico de acliYidad a 

pH 7.0 (fig. 9B). aunque la actividad cspcdfica es como la mitad en estas condicione!-., lo que es 

de esperarse pues el metabolismo cngencralcstá disminuido en e.sta condidón. 

Como un control medimos la actividad de GDH en ambas condiciones: como podemos apreciar 

en la lig. 10, la actividad de GDH se indujo a las 8 horas y diminuyó un 50% en supcragilación 

en ta fa.se estacionaria, mientras que en microacrnfilia permaneció igual todo el ti<!mpo. lu qui.: 

nos sugil!rc que sr hay una regulación diferente de esta eni.imn en las do~ condicione~. 
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Figura 10: Actividad expecffica de la GDH de la cepa silvestre S288C 
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La cepa CN36. crecida t 2 Horas en Microacrofilia (fig.11, ) presentó et mismo patrón que en 

agitadón (fig 2 , dd anfculo); ticm.: dos actividades de GOGAT con valores dcpH óptimos de 

6.5 y 7 .O, la cepa CN37 ( )tuvo la actividad óptima a pH 7 .O y la cepa CN 38( ) tuvo la 

actividad óptima a pH 6.5. 

A .CN38 B EJ CN37 

~ 
• CN38 

.os .06 

CJ 
CD 
"O 

8 

t .. ·°"" CD 
"O 
al 
"O z 
Ji 

e 8.3 8.s e.e 1.0 1.3 1.s 8.3 e.s e.e 1.0 7.3 1.e 
pH pH 

Figura 11: Actividad de GOGAT de las cepa CN36: panel A y de las cepas CN37 
y CN 38: panel B. Medio Mínimo 12H Microacrofiüa 
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Finalmente exploramos la posibilidad de que cada una de Las actividades tuviera diferente 

sensibilidad a diversos inhibidores, ya que Folch (comunicación personal) cn¡;ontró que la 

actividad de pH 6.5 era sensible a isocitrato mientras que la actividad de pH 7.0 era resistente, 

excepto para la cepa CN38, donde la actividad de pH 7 .O lambién era sensible a isocitrato. 

Probamos varios posibles inhibidores como: malato, glioxi1ato, isocitrato y succinato (labia 2). 

Prácticamente todos ellos inhiben a la actividad de pll 6.5 y no a la actividad de pH 7.0. pero 

encontramos que la actividad de pH 6.5 fue más sensible al ácido succlnico. Por lo tanto, hicimos 

una curva de concentración, que se muestra en la figura 12 (A, C, y 0). Con c~tc ácido no 

encontramos diferencias en la cepa CN 38, pues la actividad de pH 7 .O en cM.a 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) encontrarnos que la actividad de pH 7.0 era extremadamente 

sensible al NAD (Fig. 12, panel B). Este experimento se hi1.o con extractos dia.li7...ad,1s de cepas 

crecidas 12 horas en microaerofilia. 

lnhibidorcs % de Inhibición pH 6.5 %de Inhibición pll 7.0 

Isodtrico 5 mM 5 8 

Málico 5mM 5 8 

Succlnico 5mM 30 8 

Glioxílico 5mM 5 8 

NADP lOmM o o 
NAD 2.SmM 45 95 

AMP IOmM 1 8.5 

ADP IOmM 17 o 

ATP lOmM o o 
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DISCUSION: 

En el presente trabajo se obtuvo una cepa auxótrofa de dcido glutámico a partir de una 

mutante GDH-,· esta cepa presenta 10 veces manes actividad de GOOAT que la cepa .silvestr.:. 

El análisis genético de esta mutante mostró que para obtener un fenotipo GOGA T" • se requieren 

dos mutaciones. Como se ha encontrado que dobles mutantes con actividades 11lteradas de 

citrato sinta~ citosólica y mitocomlrial tienen bajos niveles de otras actividades enzimáticns 

(Kispal y cols.,1988), se de1ennlnó la actividad de la citrato sintasa y se encontró una actividad 

normal. Sin embargo. no sabíamos cómo diferenciar estas dos mutantes, dado que en la literatura 

hasta entonces solo''" habla descrito una GOGAT con pH óptimo de 7.0 (Roan y culs.1974: 

Mastcrs y Melstcr. 1982). Al hacer una curva de pH en una cepa GDJI· • pudimos distinguir do!' 

actividades de GOGAT a diferentes pH óptimo, una a pH 6.5 y otra, como se hahia rcpurtado, a 

pH 7.0, que denominamos GOGAT A y GOGAT B. respectivamente. E.<tc halla1.go nos 

permitió, a partir de ese punto, estudiar las características de cada una de estas ai:li\'id:tdi.!s de 

GOGAT. 

El papel fisiológico de la GOGAT no es del todo claro, pero dado que cnt.:onlranws Uos 

actividades, era necesario volver a estudiar esta actividad en Limitaci6n de amonio, pues en 

varios organismos como en la especie Klebsiella (Senior, 1975; Wiamc,1985), se ha propuesto 

que es aquí donde juega un papel importante la GOGAT en la asimilación de aml1nio. Nuc<.>tro.'i 

resultados indican que este no es el caso para S. cerevisiatJ puesto que la.'> cepas que L·arcccn di! 

la actividad de GOGAT son capaces de crecer con la GDH-NADP+ en csta'i condidoncs. 

Como se mencionó anteriormente, el fenotipo GOGAJ d~[X!ndc de la presencia de. dos 

mutaciones génica.t;, por lo que se hicieron las cruza.<; pertinentes para poder obtener cepas que 

presentaran una sola mutación. De las t~Lradas que tenían una segrcgacii\n 3: 1, la ~trada que 

decidimos anali1.ar tenía la cepa CN36, con la'i dos actividades muy clara'i, la cepa CN37 con la 

GOGAT B. la cepa CN38 con la GOGAT A y la cepa CN 39 que careda de ambas actividades. 
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Quisimos c.stuUiar i.:nlonccs, c~ta. t~lrnda y a la cc.pa silvl!~tn .. • en limitaci6n tlc amonio, puc"i 

aunque una cepa GOGA T" podía crecer en limitación de amonio, quisimo.o;¡ ver cual de fas dos 

GOGA.Ts aparcda en estas conUicioncs. Nuestros resullados most.r:uon que en cfrcto, en C.'~tas 

conúiciones, preúomina la actividad de pH 6.5 , y que la actividad de pH 7.0 estaba inhibida 

por algo que desapareció al dialil..af, y entonces se hacia evidente la actividad a pH 7.0, menos en 

la cepa CN 37, donde aumentaba considerablemente la actividad de pH 7.0, y a pesar de eso e'ta 

cepa tiene Wl re.tanto en el crecimiento comparado con las otras cepas. LA cr.pa silvestre 

también Lenta Ja activJdad de pH 6.S en estas condiciones, aunque ta actividad de QDH no nos 

permite d<.'Cir si la GOGAT era la ~nica aponación de 'cido glul!mico en la levadura. Sin 

embargo, pndrla ser quela actividad de GOG . .\ T de pH 6.5 tenga mayor afinidad por el amonio 

y en limitación de ~ste sea importante tener esta actividad ademáS de la GDH. 

En fuenies de carbono no fermentables como el etanol y el acetato, la actividad de pH 6.5 

aparecCa nuevamente, mientras que la actividad de pH 1.0 se encontraba disminuida. 

l'robablemenle la GOGA T con pH óptimo de 6.5 lenga mayor afinidad por el 2-oxogluiarato, 

pues en csta.li com1icioncs. Ja poi.a de este cetoácido es menor, y ayude a la GDH en la formación 

di! ácido glutámico. La cepa CN37 en tas condiciones que nosotros me.dimo.e; no presentó la 

ac1ividad du pH 6.5, y en cambio se aumentaba la actividad con pH óptimo de 7 .O en las 

condiciones donde e! necesaria la actividad de pH 6.S, corno sqn etanol y actetato, al igual que 

en limit.a.ción de amonio. A pesar de aumentar la actividad de pH 7 .O tuvo un retardo en 

crecimiento, mayor que las otrali dos mutantes, y el crecimiento mejoró al añadir ácido glutámico 

al medio. 

Por otra parte. nl diali1.ar los extractos de la cepa CN38 pudimos medir 1a actividad de pH 

7.0, que parecía ser sensible a a1gt'm inhibidor, pues en las condiciones donde normalmente se 

expresa esta actividad de pH 7.0. la cera CN 38 preseniaba la actividad de pH 6.5 y tenla 

b$ibida la actividad de pH 7 .O, lo que sugiere que la mutación de esta cepa es modifica a la 

enzima hacMndola más sensible a algún tipo de efector, presente en esta.e; condiciones~ 

posiblemente esta actividad esté inhibida en el interior de la célula, aunque existe ta pnsihilitlacJ 
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de que si son dos isofonnas, una esté compartamentalizada, por ejemplo, en la mitocondria. por 

lo que intentamos medir la actividad de GOOAT en mutantes de S. ctrtvlsiat p0 , es decir, 

mutantes con grandes dc1ccioncs en el ADN mitocondrial por lo que carecen de mitocontlria.c;, 

pero fuimos incapaces de medir la actividad de GOGAT tanto en estas cepas como en 

fracciones miU>Condriales de la cepa CN 36 por lo que no podemos concluir nada al respecto. 

El hecho de que las cepa5 CN37 y CN38 mostraran un solo pico clc actividad, podría ser 

explicado suponiendo que las mutaciones presentes en cada una de estas ccpa.it ha afectado n una 

actividad de GOGAT diferente, o que una de las mutn.ciones afectó la actividad de GOGAT y la 

otra ha sido alterada en un gene regulador, cuyo producto está involucrado en un sistl!ma de 

modificación. Al operar este sistema debería dar lugar a una en7.ima diferente que mumknc su 

actividad de GOGAT modificando su pH óptimo. 

La diferente sensibilidad a los inhibidores nos sugiere que podrfan ser dos isocnzimas, con 

diferentes pH óptimos: la en1.ima de pH 6.5 es sensible a diferentes ácidos, aunque el mejor 

inhibidor fue el ácido succínico, mientras que la enzima de pH 7 .O es mucho más rcsitcnte a esto.s 

ácidos, y es muy sensible al NAD clcl orden de 50'.<o a 5µM, este podría ser el inhibidor que 

desaparece al dializar. pues la actividad que aparece es Ja de pll 7 .O aunque nosotros no 

medimos las po1 .. as intracelulares de NAO por Jo que nn podt!mos concluir nada. 

Otra posibilidad sería que: es un solo gene, pero que la enzima .itufre alguna modificación 

postranscripcional que le confiere diferentes pH óptimos y difrrcnrc sensibilidad a varios 

inhibidorcs. 

La cepa silvestre tiene pozas de glutamato mayores a las cnconLradas en las mutantes GDJJ·. 

Esta gran cantidad de ácido glutámicn podría modular negativamente Ja actividad de la GOOAT 

A (pH6.5). Esta posibilidad es apoyada por el hecho de que la adición de glu~tmalo al cultivo en 

MM de la cepa CN36 resulta en una disminución en la <1ctividad de c.o;ta GOGA T, aún en 

extractos diali7.ados. Es probable que en tas l·rmdicioncs donde Ma.<>tcrs y Meistcr ( 1982) 

purificaron a la GOGAT. la sfnlc.\is de ~st.a estuviera reprimida ror b alta pont de ácido 

glutámico acumulada. debido a la prl!scncia de la actividad de la GDH. 
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Como todos tos microorganJsmos estudiados hasta ahora tienen una sola actividad de 

GOGAT. es necesario puñficar esta enz.ima en S. cerzvislat en las condiciones donde 

encontramos los do~ picos en una cepa GDH· para ver si se encuentran dos cn7.imas diferentes. 

Estos experimentos se están llevando a cabo en el laboratorio de la Dra. A. González. por 

Lourdes Valenzuela en colaboración con el Dr. Diego González-Halphen. Una vez puras las 

en1.imas se podrán continuar los estudios bioquímicos. Sin embargo, no sería tan rnro encontrar 

dos enzimas de GOGAT. pues en plamas superiores se ha demostrado claramente la existencia 

de 2enzimas GOGAT (Avila y cols.1987; Miílin y cols,1980 y Wallsgrovc y cuis, 1982). 

El efecto negativo que tiene el gluumato en la actividad de GOOAT A sugiere que esta 

actividad pocrfa tener un papel biosintético cuando la aclividad de GDH-NADP+ está bilxtuc:ula 

o disminuida. Al respecto se ha mostrado que en Bacil/us subtilis, que no ticnt! naturalmcnt.I! 

actividad de GDH-NADP+, la GOGAT tiene un papel biosint~tico y es reprimida por ácido 

glulámico(Fui Lin Pan y Coote, 1979). 

Nuestros resultados indican que en ausencia de la actividad de GDH, la-; dos m.:lividadc& de 

GOGAT tienen un papel fisiológico, porque la falta de cualquiera de ellas resoli.a en un 

incrcmt.!nto t.!n el tiempo de duplicación, como se ve en las cepas CN37 y CNJR crecidas en 

medio mínimo. TambicJn la cepa CN35 que tiene b at:tividad deGDH y no tiene la activiJml 1k 

GOOAT aumenta su tiempo de duplicación en MM. 

El hecho d~ que la GOGAT B no disminuya al añadir glutamato a un cultivo de MM 1.k l.l 

cepa CN36. indica que esta actividad no es sensible a este tipo de regulaci6n, por lo que la 

GOGAT de pH 7.0 podría jugar un papel en el reciclamiento y/o degradación de la glutamina 

como propone Lomnnz (1987) para 1.V. crassa. Cuando la fu:.,•ntt.' dt• carhono 1.•s ~lul'.osa y ·el 

amonio no C!:ioli limitado. la.; pows de gtuumato están elevadas, no se necesita sintcli1.ar :'iddo 

glut<."imico, y la GS está sintetiwrn.Jo glut¡UTiina. por lo qui! para regular las poi.as de glutamina 

que en grandt!s cantidades puede ser tóxica para la c~lula. la GOGAT transfnrma !.!Sta gluwmina 

en :icido g:luutmico, haciendo así un ciclo. 
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ESTA TES!S HD DEBE 
l'.'i ¡1 DE 1.A 8!8UDHC.Q 

La evidencia aquí presentada inJil:a que Ja actividJ.d de GOGAT tiene un papel importante en 

Ja súuesis de glutamato en exceso de amanjo, pues las cepas UD.1f··NADP+, crecen igual que J¡,¡ 

silvestre, y se establece t¡uc el crecimiento ru&idual encontrado en la.s mutantes que carecen de la 

actividad dcGOH-NADP+ se debe a la actividad de GOGAT yno a Ja prc,;cncia de ~OH-NAO. 

como se había propuesto anle.s (Grenson y cols .. 1974). En malas fuenies de carbono como el 

etanol y el acetato, la GOGAT que participa alln en Ja cepa sihcstre es la de pH 6.S (A). al igual 

que en condiciones dt! limitación de amonio. 

En la levadura. la síntcsi.~ de la mayorfa de los amino.icidos está regulada de manera 

coordinada, la privación de un sólo aminoácido da Jugar a la dcsrrcpresión de actividades 

en1im.1Licas de diferentes rulas biosintét.icas. A cslc fonómcnn se le conoce como "Control 

general de Ja biosfnlcsis de aminoácidos"; este mecanismo es mucho más complejo que en 

procariotes donde los ~enes c.-.t.1n organiz.ados en opcroncs. En los organismos cucariotcs, 

donde no ex.isten estos opcrones, Jos genes de una misma ruta biosinlética cslán dispersos en 

diferentes cromosomas; sin embargo, ex.iste la regulación coordinada de c . .:;ws gene::;. Ejemplos 

de las rula.i; biosintéticas que se cncucnlr.J.n bajo el control general son las de aminoácidos 

ramificados. Jos aminoácidos básicos, la scrina y Ja vaJina (Nicdcrbcrgcr y cols. 1981); sin 

embargo. no todas las enzimas de una misma ruta se encuentran bajo el mismo control. Por otro 

lado, Ja magnitud de la dcsrreprc.1ii6n también varía según la cn1.im;,i que se trate. 

Se ha encontrndo que la dcsrrcprcsi6n generada por la limitación de un aminoácido requiere 

el producto de genes rcgulamrios positivos denominados GCN que a su vez están regulados por 

moduladores negativos. denominados GCD. El producw Jcl gen!.! GCN4 es una proteína que se 

une a ADN con un motivo llamadn hZIP con varios amino.1ci1fos b.bicus unido a un '"zippcr" de 

lcucinas compuesto por 30 Zlminoáddos con una lcut:ina cada 7 aminoácidos. Se sahc lJUC c.l 

mot..ivo bZIP se une al ADN y que el "zippcr" dc leudnas dimcriza a Ja proldna(Talanian y cols. 

1990).Los productos de GCN J, GCN2 y GCNJ regulan la c:~prcsi<'in del ARN mcn.sajt!ro de 

GCN4 (Thireos y cols. 1984,Hinncsbush. 1985) y los productos de GCDI. GCD2, GCOIO, 

GCOI 1 y GCO 13 funcionan como represores de GCN4 (Hinncshush. 1985, 1988). 
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Mcs.scnguy y cols. (1990) proponen que csta pwtdna GCN4, puede estar rclacionaJa cun 

las proteínas que se c:\presan Juranlc el stress, como son las proteínas de heat shock, pues 

aunque no está coonHn:uJamcntc regulada con estas proteínas como es el caso de la uhiquitina si 

se induce en células crecidas toda la noche a la temperatura no pcnnisiva en S .• cerevisúzt 

(37"Cl( las proiernas de hcal shock se expresan con solo poner a las células 30 minutos a la 

tcm(l\:ratura no pcnnisiva). También se ha reportado que GCN4 regula otros genes como el 

LPDI (que codifica para la lipoamida deshidrogenasa) (Ross y cols, 1988). También se ha 

reportado que la OS se encuentra regulada por esie gene (Mitchel y Magasanik.1984). 

La mutanie GOGAT'" (CN39J. reportada por Folch .ha sido transformada con el banco 

unicopia de S. ctrtvislat por A Gonz.álc1. (Comunicación personal) y el 90 % de las 

transfonnantes que recuperan la actividad de GOGAT fut.!ron complementadas con un plásmido 

que tiene clonado un gene denominaron "GUS 2", la secuencia de este gene es idéntica a la 

reportada por Gcorga.kopoulos y Thircos ( 1992) gene que ellos denominan GCN5. Estos autores 

clonaron c.stc gene a partir de un estudio completamente diferente en condiciones de limitación 

de amino~chJos. donde se desrreprimen diferentes proteína...¡ que participan en la síntesis de 

aminoácidos a trav~s de un mecanismo de control general. Este gene GCN5. tiene un!l región 

rcgulatoria, y ellos proponen que es un coactivador del GCN4 cuando el sitio de pegado de éste 

es d~bil, es decir. cuando Ja secuencia de rcconocimeinm de G~N4: 5' ATGACTCAT 3' tiene 

alguna modificación. Este gene GCNS también .se necesita para la actividad de Jos genes HAP2· 

HAP3·HAP4 complejo de activación tanscripcional, que regula la transcripción de genes con 

funciones respiratorias. 

El que el 90 '7c de las transfonnante.s de la cepa CN 39 se hayan complementado con este 

gene. aunque no se ha reportado que la GOGAT esté regulada por este mecanismo gcnera.1 de 

GCN4-GCN5. nos hace pensar que cuandn menos una de las actividades de GOGAT que 

nosotros estudiamos, la actividad de GOGAT a pH 6.5, est~ regulada de la misma mancrn. 

Otra posibilidad es que para ohtencr el fenotipo de au \otrofia por ácido glutámico, en la.'i 

condiciones donde nosotros las bu.seamos. cnn cepas que de por .sí eran nuxntrofus de hi'itidin::i. y 



lisina, se necesita mutar a la GOGAT y a alguna transamínasa que con los aminoácido!\ del medio 

esté dando glutamato y que esta transaminasa se encuentre bajo el mecanismo de control gencnd 

de GCN4-GCN5. 
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CONCLUSIONES: 

-En limiLación de amonio y en fuentes pobres de carbono como etanol y accLJlto la 

actividad que encontramos es la de pH 6.5. sin embargo la enzima de pH 7 .O también es 

sintetizada, puesto que aparece en Jos extractos dializados, aunque muy probablemente in 

vivo no esté activa. 

-La enzima de pH 6.5 es sensible a ácido succfnico mientras que la de pH 7.0 es sensible a 

NAO. 

-La cepa CN37 en las condiciones que medimos no tiene la actividad de pH 6.5, y la 

actividad de pH 7.0 está aumentada. 

-En Ja cepa CN38 l.a actividad de pH 7.0, es más sensible a algún inhibidor, pues en 

cxlractos diali7..ados somos capaces de medir esta actividad, sin embargo. donde la cepa 

CN 36 presenta ambas actividades, la cepa CN38 solo presenta la actividad de pH 6.5. 

Un posible inhibidor podría ser isocitratn pues la actividad a pH 7.0 en la cepa CN38 es 

más St!nsible a éste inhibidor, que la cepa CN36. Esto nos _sugiere que in vfro la en7lma 

csLC inactiva. 

-La actividad de pH 6.5 dt!saparecc en presencia degluta.mato. porque cuando en el medio 

mlnimo se di6 el shock Ji.! ácido glutámicu adn en los cxtraclOs dializados no aparece esta 

actividad, micnrras que Ja enzima de pH 7.0 no parece estar bajo esta regulación negativa. 

-Que la cepa silvesl.re, GDH+, (por Jo QUt.! tiene alias pozas de glutamato intracelular) no 

tenga la actividad de pH 6.5. pcrmilc proponer que csm actividad pueda ser regulada 

negativamente por glutamato. 



-Cuando la cepa silvestre es crecida en supcragitación. hay mayor actividad lle GOGAT qu~ 

en microacmfllia~ el metabolismo en general es más rápido, pero en nmba.s condiciones 

en una cepa GDH+ la actividad que se detecta en medio mínimo es la de pll 7 .O. Es 

necesario una cepa GDJI· para poder distinguir las dos acúvhlat..lcs en estas condiciones 

como es el caso de la cepa CN36. 
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