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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA GLUTAMATO SINTASA 
DE Saccharomyces cerevisiae. 

RESUMEN 

Durante la asimilación del amonio en 
algas y plantas superiores, intervienen las 
deshidrogenasa (GDH), Glutamino Sintetasa 
Sintasa (GOGAT) . El ciclo GS-GOGAT sirve para 
en forma de glutamina y glutámico. 

bacterias, hongos, 
·enzimas Glutamato 
(GS) y Glutamato 
asimilar el amonio 

En Saccharomyces cerevisiae, la actividad. de GOGAT se 
detectó y semipurificó por primera vez por Roon·y cols.;.·.(1974). 
Masters y Meister (1982) purificaron a homogeneidad la .enzima, a 
partir de levadura para panificación, y .obtuvie'ron un· dimera· de 
265 kDa que comprende una subunidad de 1.69 KDa .y otra de: 61 KDa, 

El presente trabajo describe la purificación y caracter.Í.z~C:.Í.ón 
de una enzima GOGAT de levadura que no ha. sido reportada. ·en lá 
literatura. Esta enzima es un trimero formado por monómeros de 
199 kDa, similares en masa molecular a los descritos en otros 
organismos eucariontes. La actividad especifica de la enzima, 
después de purificarla 357 veces, es de 14.3 µM/min/mg de 
proteina. Los valores de Km para glutamina, 2-oxoglutarato y NADH 
son 294 µM, 104 µM y 3: 8 µM respectivamente. El valor de 
actividad especifica de la enzima es óptimo en un amplio 
intervalo de pH entre 6.6 y 7.2. El análisis de la secuencia de 
aminoácidos de la región amino terminal de la enzima mostró que 
existe una alta similitud con el amino terminal de enzimas GOGAT 
de diferentes especies; este resultado identifica a la proteina 
purificada ·.como una enzima GOGAT. Los estudios de reacción 
cruzada . con: . anticuerpos elaborados para las enzimas GOGAT de 
Escheri.chiá .'.coii, levadura y nódulos de alfalfa, mostraron que 
estas proteiiias presentan diferentes epitopes antigénicos, a 
pesar.: de· '.la:·. similitud que existe entre su secuencia de 
aminoácidos:·: .·.Por último, el análisis por inmunorréplicas tipo 
western pérmitió demostrar la presencia de la enzima de 199 kDa 
en la mi·sma·'levadura usada por Masters y Meister (1982). 

:Los .. ;ésultados de la purificación de la enzima GOGAT a 
partir de ·."la,.- cepa CN3 6, permiten proponer la existencia de una 
sola'actividad dé.GOGAT de 199 kDa en S. cerevisiae. La secuencia 
de .. la región amino terminal permitirá la clonación del gen 
estructural y la obtención de cepas carentes de actividad de 
GOGAT. De esta manera se podrá determinar si existe una sola 
actividad de GOGAT y realizar estudios sobre el papel fisiológico 
de esta enzima. 
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RESUMEN 

Durante la. asi~ilaci6n- ~~i ~~_áni'o e~, .?aCi:eriasr-'hOngos, 

algas y plaritas_.:supeiio~res, '._::in.ter.Vien-a·n .. ias enzinlciS ¡Glutamato 

deshidrogenasa (GDH_J; G1h1:amino. · .. sÚt:e.{i~a :(G~·J Y· Glutamafo 
- . '··'· .. -•,.-,'- .. ,;--··.·,.¡.;::.-.·· .. -.--'"· . .:,i~:·~"/:_ .. _, :;.~·'-::<·" ~ .·.··;·.-~;~--- ·:·...:-.. ' 

Sintasa · (GOGATh EL.ciclo ;:,GS-GOGAT,;·sirve·.;'para':.asimila'r 'éI · amonio 

en forma ·de di~€~~iri~>Y: gi;;táínie:f:;.:•,~; ' ¡;;: '.'/;- 'ff. :< >.· .. 
,<~· ~~' .. ··-:-~i'-· :-._:-_?'.·:: ... :: i;.-:~ ;_., ···~':•·;~ - - ".':.· ' ... ., • ;: _;::-" ''; '-.: .. • :~¿~-~-~ ::~;:<: ,· 

· · :· E?:é~f-~h~;f ~?~F:i~e~~9~¡¡~;··:)a{~ii1~~i~~;i~~j'~,ciGA; _,· . se · 
detectó .. _y· semi.,urificó por_p~imera, vez_ ~or•Ro()n' y.•·cols.·, ·· ( 1974 J ,• 

-Master~.-~--·~i:~i'~iJ1iJ~¡·:i>~~{f¡~aicin~'.~~~º~~~~-¡~~~~~~~'.+zi~a, -.a_ 

paZ:_tLC<'~~~ _>~-~-~,~~u;~··:t:~~~~-:~.P~~ifi_c_a~ion; : y. abtuv:ieran: un:::.dimero , de--

265 kDa q.,~;- ~~m;r~ride :iiiía subunidad de: l6~:~,n'~.\~;~~~~'.~~~·6; Í<ri;. · 
-·;";-.;- .. ·. ::·:. :::lf.~-~.. ~; 

El ,presente. trabajo describe la purÜica~ióri~y ~'¡,'~'~d1:~J:rzaci6n 
' "':'.:;,'· --.:;_"'..,...'. '.":>· .,. . 

de una enZima GOGAT de levadura. que ·no. ha'·:>s.J.do/repoi'tada .·en la 
• • • .,·;-.·, {':;~,:"_·; ,. • e 

literatura. Esta enZima .. ~s' ;. ~~· ··. ~~i.m~·~_O:·\fC>~.~~~o .: .. ~o~: .. mo·nomeros de 

199 kDa, similares _en ma~~~-.: .m6:~·~:~~;¡_;~~:~#.;y¿~:·~~.:wi1·~'.~"i~~s . en otros 

La_:·:· ~ct::i.Vid~~tf.;~·~p~cific~ . de la enzima, 

después de purificarla 3S;;,J~~:j~~~'.:\·~~:.:de< 14.3 µM/min/mg de 
··.<-.-,~ <~:.'=:._·;::~.'·\~:;·.· :~.<::. .. · ' 

proteína. Los valores de. Km~·par~·:.glutall_lii:ia, 2-oxoglutarato y NADH 

organismos eucariontes. 

,_.,.,. 
son 294 µM, 104 µM y 3.8 :_µM· '.~esPeCtivamente. El valor de 

actividad especifica de la enzima es óptimo en un amplio 

intervalo de pH entre 6.6 y 7.2. El análisis de la secuencia de 

aminoácidos de la región amino terminal de la enzima mostró que 



existe una alta similitud con. el· amino terminal de enzimas GOGAT 

de diferentes 'especies;' este' resultado identifica a la proteina 
: ,' ,:.:.<·:' .' 

purificada: .'có~o ... una.'. ·.enzima·,::: GOGAT. · Los estudios de reacción 

::~::::ch::~·,·c:;tttttf.ff~gu~~i·1~~:::r:osp::a a:::lzzi:::tr:~::T ;: 
estas 

pesar 

epitopes arÍÜgé~i.cos, 

entre su secuencia 

a 

de 

aminoác;idos; l?o~"'ó'it.i~o.~. el« análisis por inmunorréplkas tipo 
".:,..:,· .. ; .: ·,' 

western permÍ.tió d~Ü.~~~·;:~,;· Ía presencia de la enzima de 199 kDa 

en la mismá :l~~adu'f·~· usada· por Masters y Meister (1982) • 

Los . Z:esJJ.~:~os de la. purificación de la enzima GOGAT a 

partir de la cepa CN36, permiten proponer la existencia de una 

sola. actividad de GOGAT de 199 kDa en s. cerevisiae. La secuencia 

de la región amino terminal permitirá la clonación del gen 

estructural y la obtención de cepas carentes de actividad de 

GOGAT. De esta manera se podrá determinar si existe una sola 

actividad de GOGAT y realizar estudios sobre el papel fisiológico 

de esta enzima. 



I. INTRODOCCION 

1. Generalidades 

El nitrógeno que utiliza la célula para la sintesis de sus 

compuestos nitrogenados se requiere en forma. reducida. Los 

organismos superiores son incapaces de reducir el N2 a .NH4+. Esta 

conversión se lleva a cabo por bacterias y algas verde-azules y 

se denomina fijación de nitrógeno. Algunos de estos 

microorganismos invaden las raices de las plantas leguminosas y 

forman nódulos donde ocurre la fijación de nitrógeno. Asi se 

obtiene el NH4 + que suplementa de nitrógeno tanto al 

microorganismo como a la planta. 

El siguiente paso en el metabolismo del nitrógeno en 

biomoléculas es la asimilación de NH4+ en los aminoácidos 

glutamato y glutamina. Estos dos compuestos donan sus grupos 

amino y amida para la sintesis de otros aminoácidos, purinas, 

pirimidinas, aminoazúcares y otras moléculas nitrogenadas. El 

grupo a-amino de la mayoria de los aminoácidos proviene del grupo 

a-amino del glutamato. La glutamina dona su nitrógeno de la 

cadena lateral por transamidación. 

El glutamato se sintetiza a partir de NH4+ y 2-oxoglutarato 

por la enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH}. En la dirección 
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biosintética . de la reacción, el NADPH es el reductor, mientras 

que el NAO+ es el· o><idante en la dirección catabólica: .. 

GDH biosintética 
· . . ··.' . : >: ~NADP,H) 

NH4+ + 2~o><o~1Úta)ato · -,--,---,...--~ ..... L;g1.'-1tamato: + H20 

El ión . amopio se : i¡;6orpora: a ia glutamina por la· acción de 

la Glutamino Sint~tasa.' (GS) :~ob~e ~f·giutáinato. Esta reacción de 

amidaCió'n · se· lleva . ."¡, ·:c;.¡,~ ·con la. hid~6lisis de ATP y es 

irreversible. 

GS 
glutamato + NH4+ + ATP -----> glutamina + ADP + Pi + H+ 

Las enzimas GDH y GS están presentes en todos los 

organismos. En bacterias, algas, hongos y plantas superiores se 

ei:cuentra también la enzima Glutamato Sintasa (GOGAT) (glutamina 

(amida) :2-o><oglutarato (NADP+) amidotransferasa oxidorreductasa) 

que cataliza la aminaci6n reductiva del 2-oxoglutarato. El 

donador de nitrógeno en esta reacción es la glutamina, la que al 

donar su grupo amida queda como glutamato, por lo que el 

resultado final es la formación de dos moléculas de glutamato. 

2-o><oglutarato + glutamina + NADPH + H+G~~~:> 2 glutamato + NADP+ 



3 

La biosintesis de ·g1Ut.amato en··-bacterias, 'algas,· hongos _y 

plantas superiore~_-,-~~--:,:i1eVa::_-~-- ca~6- ,-~~~-;':i~ ->~-ri:zirii~·--ciO~, .::o: por la 

::::~;~t1i~:;:t~i~s~:51~~:á1~1~;¡,.p::;;::· 
GOGAT, .es ~tÚ.i~·~1~ iór''. ia "~ri~im~ 'Gk iíir:ii. ~i~t~tii~r <de nuevo 

glutamina.~ P~·~>-~~~~- ._~~~zóri·: a'·éSt:a S~~¿eñc:.·~ · '~~ :.·~~~-~6i~:~·es se le 

denomina ciclo GS-GOGAT. 

2. Enzima Glutamato Sintasa de bacterias. 

La enzima GOGAT se encontró por primera .vez en 'Klebsiella 

aerogenes (Tempest y col.s., 1970; Meers y .. c.ols., .1970) •. Esta 

enzima se ha purificado a partir de. E~ coli .(M.iller, Y. Stadtman, 

1972; Mantsala y Zalkin, 1976a; Mantsala y Zalkin, 1976b), 

Klabsiella aerogenes (Trotta y cols.·, 1974; Geary y Meister, 

1977)' Bacillus megaterium (Hemmila y Mantsala, 1978); 

Azospirrillum brasilense (Ratti y cols., 1985; Vanoni y cols., 

1990) Rhodospirillum rubrum (Yelton y Yoch, 1981; Carlberg y 

Nordlund, 1991), y Bacillus licheniformis (Schreier y Bernlohr, 

1984), entre otras, encontrándose que todas ellas presentan 

caracteristicas similares a la enzima GOGAT de E. coli. 



En bacterias, cuando el nitrógeno es limitante, la ~ayoria 

del glutamato : se sintetiza por el· cicia GS-GOGAT: La suma de 

estas reacciones, según Miller y Stadtman (1972), es: 

NH4++ 2-oxoglutarato + NADPH++ ATP. ~-> L-glutamato + NADP++ADP+Pi 

cuando se crece a Klebsieila ·. aerogenes bajo condiciones 
. . . ~~ ' '' -.. 

limitadas de amonio la reacción:: ,:eversible de GDH se desplaza 
;.:·-· . 

hacia la degradaCi6n de ·glutamai:o por la .baja af.inidad que esta 
.:::-: . ·;: . ~· ·, ~ • ~ :. "i: .. 

enzima tiene para el· ·ainonió, ·.::p<in · éntre f; 5 y 3 mM) (Miller y 

stadtman, 1972) .. Lá. enzima ·Gs:. ~i~~e::·~na alta afinidad para el 

amonio (Km < 200 µM) (Denten' y Ginsburg, .1970) y su reacción es 

prácticamente irreversible, por lo que el ciclo GS-GOGAT se 

encarga de la asimilación de amonio en estas condiciones, aún 

cuando esta via es más costosa al consumir una molécula de ATP. 

Por otro lado, cuando el amonio se encuentra en exceso, la 

actividad de GDH aumenta considerablemente y la actividad de 

GOGAT disminuye. (Meers y cols., 1970) 

En Bacillus megaterium, que carece de actividad de GDH, el 

ciclo GS-GOGAT parece ser la principal via (si no es que la 

única) para la sintesis de glutamato. Tanto en K. aerogenes como 

en B. megaterium, la enzima GOGAT se reprime cuando el glutarnato 

es la fuente de nitrógeno (Elmerich y Aubert, 1971). En los 
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organismos que fijan nitrógeno, la asiJTlil_ación de .amonio- ocurre 

por el ciclo GS-GOGAT .(Nagatani Y. c61s·., .·1971) 

' .~.~ .• '· . . '/ :"' 

La enzima GOGAT de .·E~ ._:~~i1~;~~~\~:¿~fi:~:i:~.i.f~~~~~~,t~{~·a fierro-

::~:::da:~~go:::ic:~ :~::ú~r&efll~~~t1~~i1~~rrI:esy t~:;s k:: 

respectivamente. El prot6~~~º'.)ª'~;~~~i;i~:;'.~~,-~h: subunidad chica 

(a) y una grande Ú3), conti~~é··.}.Üná~~'it\Oi'ébu~-~·d~-fFAri+· Y una de FMN+ 
, .· ... · ·.:- :-~\~ :::~~;.''~~~~~t~~·::I.f:.,~it~{~:~.~/ \T<·~~f>~:,_ ·:. :.~ ~ -

además de ocho fierros}' ocho azu;~es;ilábiles.·(Miller y Stadtman, 

::7:~~ª c~::::u~::t:~e:f~;:~f:s.~~~~i~f-r~~f~~:{~¡~~Üdo una. estructura 

~-~{i~~:- ~:-J~-~ · .:::<:'::·l-.. :_~;:-:.·_:··}S: ~ 

El número repd2~~~~::d: p:~~Ómero~· e11°~a enzima nativa de las 

diferenteS báét~.r1as·:varia·;·entre uiio y' ·~ua~~~, .la .que corresponde 

a masas ~6.i.~~~i~;~;'.1~: 200 kDa y 800 kDa respectivamente (ver 

tabla. 1). :L~<.~n'.zima GOGAT de A. brasilense presenta una masa 

molec~Íar' ·d_e_.190 .kDa en condiciones de alta· fuerza iónica (Vanoni 

y c·ols.:~" 1990). La enzima de. Bacillus licheniformis no se asocia 

bajo ,las. diferentes condiciones probadas, incluyendo variaciones 

en la fuerza i6nica (Schreier y Bernlohr, 1984). carlberg y 

Norldung (1991) encontraron dos formas oligoméricas de la enzima 

GOGAT de Rhodospirillum rubrum que dependen de la presencia de 

iones Cl - en el amortiguador. En O. lM de KCl la proteina se 

asocia como un octámero de 810 kDa, y en ausencia de KCl como un 

tetrámero de 375 kDa. Estos resultados sugirieron que la forma 

oligomérica de 800 kDa se debia principalmente a la presencia de 

iones Cl-, y que la forma nativa de la GOGAT de Rsp. rubrum es el 
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protómero o posiblemente .. un dimero de éste .protómero. La 

presencia ·de iones. Cl - ·. en el ~inortiguador t~~ié~ áf~6t6 los · 

parámetros cinétic~s :_ ~e_-:1a;, e~~~-~·a,-,~ ,:$-le;·d.aÍld<?·.· ~b·~: .>~~-~~~i~:~~~ si 
. ·; ... ; ' .. -. •' :-->~:-.·-

tiene un efecto fisi016gico' i.ri::vivo;;·;-

El NADPH'es uti¡izadÓ •.c~~Ó• cofacl:or en las ~nÚ~as .GOGAT de 

enterob~ct~.~i-~'s~<-':;b::-~¿i~~'ii~: :a,~r·o.1ii~~ que fijan nitrógeno, y en 
bacterias·. t'of,ii.Ún'i_~bi.i:a:s plirpuras no-sulfurosas. La enzima GOGAT 

. de ·baCte,t:i~~S:: .. ::~~U1-f{i~o~as ·púrpuras y verdes, asi como la enzima 

GOGAT ·de:.:·;C1-~'sf~i_dium _Pasteuria~um, una bacteria a~aerobia que 

fija nitrógeno; utilizan al NADH como cofactor (Wang y Nic,holas, 

1985; Singhal y·cols., 1989). La tabla 1 presenta una comparación 

de los distintos parámetros cinéticos obtenidos para las enzimas 

GOGAT de estos organismos. 
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TABLA .1. Comparación de las propiedades· de las· enzimas ·GOGAT: 
dependientes: de NAOPH . y de NADH de distintas bact.eri·~.~:·:. ·:·;. · 

Fue!nte 
Masa subuni- forma 

molecular dades olig6-
(kDa) (kDa) mérica 

Escherichia 
coli a 800 135 y 53 a4Jl4 

~~~~¿'~rillum 810 152y S3 
37S 

Klebsiella 
aerogenes e 227 17,5 .Y: Sl.S: 

~~~~li~~;;u~ lBS; : .135. y: so. 
Bacillus 
licheniformis e 220 :: .:.159: y S.4 

Thiobacill~s 
nd 

·. 
thioparus 280 y 72 

',·: 

Derxia 
gumosa g nd nd 

Clostridium 
pasteurianum h S90 91, 86, 68 

31 y 17.S 

a 
b 
e 
d 
e 
f 
g 
h 

Miller y Stadtman, 1972 
Carlberg y Norlund, 1991 
Trotta y cols., 1974 
Ratti y cols., 1985 
Schreier y cols., 1984 
Adachi y Suzuki, 1977 
Wang y Nicholas, 198S 
Singhal y cols., 1989 

nd no determinado 

aJl 

nd 

decámero 

~~:.·:c;M)·:. :.:'.~~·: 
pH ':: .... ,.• . .,·.: • , 

:-. NADPH .~· 2-oxo.:·. · gln 
" :~ ... -.. "·,'"~~,:·. '.:_~. 

7 .6 < ;7;7: ),J ;3 2SO 

.16 io 65 

7 .s .6.3 

7.8 13 

Kms 

NAOH 

7.2:-8.2 9.6 

7.2 110 

29 

6 
so 
so 

(µM) 

2-oxo 

24 

170 

4SO. 

8 
100 

1100 

gln 

270 

160 



La enzima GOGAT cataliza la siguiente reacción que depende 

de glutamina (reacción A) : 

. _.:· - ' .=:,:·:: 
2-oxog"iutarato+L~giutarnina_+' NADPH +. H+ --:::-> 2 ·L~glut_amatÓ+NADe+ 

'·:·· 
!,;':<" ;;/ ·:·~:;/?'.' .. ,·:·..:-.. :· 

También ~ec,·~~ ·demÓs.t~ado .'que.la enzi;.a 'GOGAT cataÜza la 

sintesis ·de giÚt'!matÓ/dep~~dlente d~ amonio·· Cr,e~cció':' • B) Í 

'·:·:_:.:-~'.:': ;;:it :>- '.- ·"·<_~:~·~ ·· .. ·- ;·~::. 
- ·-~L\~ _, ~· :·.;.:::::.: ···:'.· ... -:--:: .. 

NH4 + + 2-oxoglutarato'c;+ NADPJI •;.: H+ · _:::::_: __ >: L,,-gl~t~nÍ~tÓ +. NADP"'.° 
·.·\ _,:·.:<:: ·~-·-"- ,--: ',:-(r-. ':··i>"· --~'/:/, · , · 1 )~~;-~~~- ~--~ 

' - - ':. ·_.: ' : :~'~-·~·:· ~' -- - :; : -'.-j ~-" - '. . 

y 7 % s~: e:ar::¡c~;t~G~~~;E~~~~}¡Ié.~;~~til~~ffznt~:~1~r6: ª~)~ 
::::::t:::n::af :1¡f ¡~cj~J{~~~<~;:Jfi~~#f ~(fzi~~~¡:~~~-!···~~t·a1f~": la 

~--<-:-~ .. ·<~ .. -_ ---- ~, . ,. - -- ;-~\-:··\~~:<J: -> .. · ... -!! ,::'.- :.. , • ';; xr··: . 
- ··:,, 

En la enzima GOGAT de E. coli, l~~ ~~'t.¡)ó~ f"i'er~o.'.~~ufre y 

flavinas se requieren para la sintesis de. -~iutá·~~ic;_é/ dependiente 

de glutarnina (reacción A) (Mantsala y Zalkin, 1976bl . Los 

estudios bioquimicos que emplean a la clorocetona, un análogo de 

glutarnina, demostraron que esta sustancia se une a un residuo de 

cisteina de la subunidad grande, inhibiendo la actividad 

dependiente de glutamina de esta enzima (reacción A) , mientras 

que la actividad dependiente de amonio (reacción B) permanece 

inalterada (Trotta y cols., 1974; Mantsala y Zalkin, l976bl. 

Por estudios de EPR y CD, se demostró la presencia de tres 

centros fierro-azufre diferentes en Azospirillum brasilense 



(Vanoni y cols., 1992) ·, un ·centro [3Fe-4s1 1+,0 (centro 1) y un 

centro [4Fe-4s]2+, i; (~E!~tro _2), C!üe P-iii;~~~ ;~I"~r~~~cido~ por el 

donador fisiológico de'eiec~rorl~s NADPH.• uri 't~rcez',címtro Fe-5 .de 

45]2.+,-1+,,. su .. 
. :·; ~. ~ 

y A. 

4512+, i~'.e~ f;i:~üb .;• 
: :.·:·'.:;-X:;i~~?:J.::; 

.. ~ ·~ 

glutamiria ... (reacción.;.A) :;:haL mostrado iser.tüi'1'··:¡¡1écariismó·:::uid:~ urii~'Bi 'Bi '· 

;~~;~:,~!f Jll!lltilt~1~f i~:~f ;~j 
lugar la reducción" deÍ ._.in\inóá.ciélo; :·:i:a~mado a partir del 2-

oxoglutarato y el am~riio q,i~ ·:~~o~i~ne , del grupo amida de la 

glutamina. Aunque todavi~ -~~ se\~b~ cual flavina (FAO+ o Fl-IN+) 

se encuentra en cada :·s~bSi.~io, éstas mostraron que no son 

t;!qui valentes desde el: puritO. de vista funcional, basándose en su 

diferente reactividad con sulfito (Va_noni y cols., 1992), el cual 

interactúa solamente con la flavina qu~ está en el sitio del 

imino-glutarato formando un aducto N(S)-sulfito. 
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Distintos reportes han establecido similitudes y·diferencias 

entre la enzirna .. GOGAT: y otras. enzimas ,9l~~a~~~.~·::~~{.~:~~~~~~~~~~sS:s· 
(Trottá y .cols; ;: ¡g74¡: M1lnts:na y : zal}ci~i': :l9.~6,¡¡·,:;M1lntsiüí y 

Zalkin, 19JGb;: ·~~a);:y ~ei~~e;;. 1'917): ~Í'Yf§Ü~f:;,~~·~I~~ta",; 
enzimas, GOGAT. ·.· pr~s~¡¡¿ ' a6tivl~~d ideé: gl~t~~J."ri!.~~; )f ,púéde· 

utilizar amonio ·en lu~~': .. é:t~ ~¡u¿min~ par~· iá., ~,ih~~sis):1e· ácido· 

glutám.ico (reacCióri . B) . · Las prÍ.n~ipale·s · diferenéias · son: la 

presencia de los grupos fierro-azufre y flavinas, y la ·unión de 

la glutamina a la subunidad grande en GOGAT. 

Gosset y cols. (1989) buscaron similitudes entre las 

secuencias de la enzima GOGAT de E. coli y enzimas 

amidotransferasas dependientes de glutamina, y con enzimas que 

unen dinucleótidos. Estos autores encontraron regiones 

conservadas con gran similitud entre la secuencia amino terminal 

de la subunidad grande de E. coli y la enzima glutamina 

fosforribosilamina : pirofosfato fosforribosiltransferasa de E. 

coli y de Bacillus subtilis. En esta última enzima, la región N

terminal ha mostrado ser parte del sitio de unión a glutamina a 

través de un residuo esencial de . cisteina (dominio glutamina 

amidotransferasa de enzimas amidotransferasas del tipo purF), lo 

que sugiere un papel similar para la región correspondiente en la 

subunidad grande de la GOGAT de E. coli. Este residuo de 

cisteina, en la enzima GOGAT de E. coli está involucrado en la 

liberación del grupo amida de la glutamina (Gosset y cols., 1989; 

Mei y Zalkin, 1989; Mei y Zalkin, 1990). Esta conclusión puede 

ser extendida a la enzima GOGAT de Azospirillum y Fd-GOGAT de 
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maiz, basándose en la alta similitud que presentan con la región 

N-terminal : de·, la : sllbunidád. grande de E • . coli, y en la presencia 

del residuo "co~servado .de ,cisteina en la posición uno (Mei y 

Zalkin," 1989;. :;·Mei::;· ~~lkin, 1990; Vanoni y cols., 1990; Pelanda y 

cols.,'.1993). iie~pués de la sintesis de la subunidad grande de la 

enzima GOGAT de E. coli, ocurre una proteólisis del amino 

terminál, y el residuo de cisteina queda en la posición uno qe la 

cadena polipeptidica (Gosset y cols., 1989). Este evento ocurre 

también en las enzimas GOGAT de plantas (Sakakibara y cols., 

1991; Gregerson y cols. 1993) 

Existe en la subunidad grande de la GOGAT de E. coli otro 

sitio de unión a glutamina que presenta también un residuo 

conservado de cisteina y es similar al dominio de glutarnina 

amidotransferasa de enzimas aminotransferasas tipo trpG (Gosset y 

cols., 1989; Mei y Zalkin, 1989; Mei y Zalkin, 1990). Este 

segundo sitio no se encuentra en la GOGAT de A. brasilense ni en 

la Fd-GOGAT de maiz (Pelanda y cols., 1993). Gosset y cols. 

(1989) han sugerido que <>ste si•.J.o podria estar involucrado en la 

modulación alostérica por glutamina. 

Gosset y cols. (1989) identificaron dos posibles sitios de 

unión a dinucleótidos en la subunidad chica de la enzima GOGAT de 

E. coli, por la presencia de una secuencia altamente similar al 

sitio de unión a dinucleótidos de varias enzimas, y por 

'predicciones de estructura secundaria (presencia del componente 

a-e-a del dominio de unión a dinucleótidos) • uno de estos 
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segmentos muestrá ·maYor similitud con loS · dorñinios · de unión a 
. . . ,. , '::: . .' 

dinucleótidos, por 1á:'que es' lare~ión más pro¡,able, de unión al 

NADPH.. Rendina ,··y : Orihe'.;.Johnson ?<197 S). encont.r~ron ·. activación in 
.. . . . . . . .-.. -...... .,~ ' .. ,_ - . ~ 

vitro de u eriz,t~a.y(;~~~T P'or e.l N.Arie:: a bajo~ niveles de 2-

oxoglutarata~:.: Es~a;\~ctiy~ción •' resuita al. bajar el valor de Km 

pára. el 2~i,~'09f:~t'.~i;*~«; / ~6cl~ia . Ínvolucrar la unión del NADP+ a 

un sitio dLfererÍté· al' sitio ·de unión al NADPH. Entonces, el sitio 

de unión· a· dinucl06t'idos que se encuentra menos conservado en la 

subunidad peque!la de GOGAT podria jugar un papel importante en la 

modulación de la actividad de la enzima (Pelanda y cols., 1993). 

Basados en la localización de las regiones de unión a los 

cofactores y a los . s,ustratos (Fig. l), y al requerimiento de la 

distribución' de .electrones ·.entre los grupos en ambas subunidades 

durante la. catá1~sis:··cva:n.orii.·y .. co1s.,. i992i, se puede proponer 

que él si ti.o .. (aC~{;~···:-~~-/~a- enzima se encuentra en la interfase 

,·; .. 
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Subunidad a 

3Fe-4S 

¡ 
N-,~~I • • -e 

Subunidad Jl 

¿sitio regulador? 

+ N-
1 11 ~ 1:::1 

-e 

4Fe\(s + NADPH 

Fig. l. Identificación.tentativa'de los.dominios funcionales 

1993). 

Subunidad ex: GAT,.·· :d~llli~ri:l..~ 0 .. g1.p~ %u~F·. de enzimas glutamina 

amidotransfer~~~~:. <~i~i.~~f.~::I,\.'.~;ff~ºJ'~{Fry~• región de unión a FMll+ 

(residuos 1000-1100)'; ·3¡re-:'4S, .·residuos ·de cisteina que unen al 

grupo [3Fe-'4SJ l+, O ciesldui~; lió2_;i.~14); FAD+, regiones de unión 

a FAD+ (residu~~ ÚÍ!i"'.i:;i9.{:·y':·n·s4'::,i396). Los asteriscos señalan 

regiones con~~rvadas. ·c~y·¡ ~f'u~~ió·n no se ha identificado (residuos 

470-530, 695-750, y 880-1000) •. Subunidad Jl: 4Fe-4S, regiones 

ricas en cisteinas para la. uni.ón de los dos grupos [4Fe-4Sl 2+, l+ 

(residuos 47-59 y 94~108); NADPH, región 'de unión a NADPH 

(residuos 289-339); sitio regulador, posible sitio de unión para 

un ~odulador alostérico (se propone al NADP+) (residuos 149-177). 



14 

Singhal y. cols.' (1989), reportaron la· purificación de la 
- '... . 

enzinia GOGAT de, Clo;trid.iuní :-Pá;Í:eur.i.a~'uni,. una .bacteria anaeróbica 

que fija ~it;~g~~(): E~t~· ·io~".;~a;/ a. diferencia de las 

ánteri.órinen~.~ .·· ril~~ci'On·a~~.s, ·.:, t·~en·e. · CinCo subunidades distintas de 

91, 86, 68;. · 31 ··y 17 .5 'kDa y . una masa molecular en su estado 

nativo de-."590 kDa.···La suma de las masas moleculares propone la 

existencia de un decámero formado por dimeros de cada subunidad. 

3. Enzima Glutamato Sintasa de cianobacterias 

La enzima GOGAT dependiente de ferredoxina (Fd-GOGAT) se 

describió inicialmente en Nostoc y Anabaena, y posteriormente en 

Anabaena cylindrica y en heterocistos de Anabaena sp. PCC7122, A. 

variabiiis y N. muscorum (Marqués y cols., 1992). 

La enzima Fd-GOGAT de Synechococcus sp. PCC 6301 ha sido 

recientemente caracterizada (Marqués y cols., 1992). Esta enzima 

es un mon6mero de 156 kDa, y presenta una molécula de FMN+ pero 

no de FAD+.. Los valores de Km se presentan en la Tabla 2 

comparados con los valores para las enzimas Fd-GOGAT de plantas .. 

Esta proteína es la primera Fd-GOGAT que se ha purificado de un 

organismo procarionte, por lo que se ha sugerido que la enzima 

Fd-GOGAT de cianobacterias podria ser el antecesor de la enzima 

Fd-GOGAT de plantas. 
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4. Knzima Glutamato Sintasa de plantas 

El ciclo GS-GOGAT constituye la principal· v1a: de -asimilación 

de amonio en las plantas (Robertson Y, cols., ~97~ ;:.Mi.fii~ - y Lea, 

1977). Se han purificado dos prote1nas• con· ~ctiv¡'dad. de GOGAT; 
V.¡· 

que se distinguen en el cofacto~ ~'..~~/.·~tili.~~~' 'Cinética, masa 

molecular· y localización_ dent~cÍ:é!e(ia';~·Ía~~a ·(ver Tabla 2) • 
. '.~:·/_, :·«:~-:.:.: :',",:•· ·' .. ··~'"." 

Las enz~~~:.ig.;~~~iT~~I~t$~l~r~n~\:~asa molecular entre 130 y 

180 ~I?a,·! se~~.,;·encuentran:":·,1,flocalizadas predominantemente en 
- ,:: ·:::·~:?f')J{·~~~~-;~~kft,1.::r~fi!~.;~~:J·'iU\·:::~::··, : ... · 

clorÓplastos ._..y,:se·;encargan":de'·,:asimilar .. el amonio producto de la 
.. ·; ·,~~ ;: ;.: •. ~ ,::,, 

reducci6n ~ d~ ntt·rat:~·s .~ éiBP_en·a'iente' ·:·de · ia 
.' . .· ,,'·'.: 

luz y el que proviene de 

la~ fotorrespií:aci6n (Suzuki 'y ·, Gadal, 1964; Kendall y cols., 

1986). Las enzimas Fd-GOGAT, se purificaron a homogeneidad de 

hojas verdes de espinaca (Suzuki y cols., .1982), tomate (Avila y 

cols., 1987), maiz (Sakakibara· y cols., 1991) y del. alga verde 

Chlamydomonas reinhardtii (Galván y cols., 1984). Las enzimas Fd

GOGAT contienen FAD+, FMN+ y un centro Fe-s, que ha sido 

caracterizado en la Fd-GOGAT de espinaca como un [3Fe-4S] (Knaff 

y cols., 1991). El cDNA que codifica para la enzima Fd-GOGAT de 

ma1z se clonó y secuenció, con lo que se obtuvo la estructura 

primaria de la proteina. Esta enzima presenta un alto grado de 

similitud con la subunidad grande de la NADPH-GOGAT de E. coli 

(Sakakibara y cols., 1991; Gregerson y cols., 1993) (Ver Fig. 2). 
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TABLA 2; Comp~~~;:,iÓn:d
0

e::.1as'pro'piedades d~ .las enzimasGOGAT 
dependientes ,'de· ferredoxina :de· disti.ntas. planta.s. y.. · · 
cianobaCterias··. · :"' .· :··> , -. .. . ·;~ 

. . :_:·::'./~;::~~sa;-~ . ._, _,_ ¡~b~~i"~«-;· :. ·· 
, __ -.. :,·. \.; . 
,··;:·:Kms';. (pM). 

., 
Fuente. .. ·• ·mol'ecular."'· daéfes:~ .. :.·: 

.. · '(kDa) ' · · ·:,, .~:~'. i.'\'• ·:. Fd _,·1 ,-2~oxo. 

7;5 
SynechoCoCcuS · · ·. ·:· ~\'·.· 
sp PCC 6301 a '156 

;~i~~~~~~1ªg 146 1 7.5 

Zea mays e 160 l 6.9 

7.5-8.5 
Spinacea 

d oleracea 170 l 

7.8 
Lycopersicon 
escu.lentum e 141 1 

7.3. 
Oryza 

f sativa 224 2 

Marqués y col.,· 1992 
b Hirasawa y cols·; ¡ 1991 
e Stookey, 1970 
d Hirasawa y Tamura, 1984; Knaff y cols., 1991 
e Avila y cols., 1987 
f suzuki y Gadal, 1982 

·;,. .. ,' ~., 

7 .1: '" 1700' 

15 1000 

1.7 240 

90 

0.2 200 

5.5 330 

gln 

700 

700 

1100 

560 

550 

270-570 

La enzima GOGAT dependiente de NADH es una flavoproteina que 

se localiza en tejidos no-verdes. Esta enzima se ha reportado en 

raices (Suzuki y Gadal, 1984; Kendall y cols., 1986), brotes 

(Matho y cols., 1980; Tamura y cols., 1980; Suzuki y cols., 

1982), nódulos (Boland, 1978; Groat y Vanee, 1981; Chen y 

Cullimore, 1988; Anderson y cols., 1989), y en células en cultivo 
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(Hayakawa y cols., 1992) • La.·.enzima de ·raiz y i1ódulo es altamente 

inestable. y s~ ;intetJ.za: e~:;poca canÚdad. En l~s . nódulos de 

alfalfa y d~· iupino:>(aÍi:rainuzii ·. l¡i actividad de· GOGAT está 

::::i:::~Eht~J.::{~it~it·~?::.}.~.f ~~e~;;;~.ªiº;;.-:~~~:z: .m:::::1:: 
+ ·- ,. ;"·---

de·· la sub'urii.dact· d~'. 200 Ícoá ·;Jaeriny ..• ,y\aoiarid;: .. i911; Anderson y 

cols., lsa~JO'.En ~óntras~~; ·.la ~;;~:i.·,;.a: NADH~GOGAT de nódulos de 
~· \ .. ·,': ·: . { :'. 

frijol·· se Pl:-eSé'iita. cOniO···daS·: .i~·Ofci~~a'S'.;.~·u\y_:'.1:-ír~ Cada una con una 

masa molecular. c:Íe 200 ~Da (Che~:;: ~ui'úm;,'>:'.e~ .19SBJ. La actividad 

de la enzima ·· NADH-GÓGAT aumen¿a': dui:~i1te: el desarrollo de los 
. .,..,_ ::· .• · .. -.:-..... ! ; 

nódulos y tiene como función ·a·simi.lar. el. amonio proveniente de la 

fijación bacteriana, por lo . que se: le ha identificado como una 

nodulina (Gregerson y cols., 1993) .• 

La enzima NADH-GOGAT de .. alfalfa se procesa proteoliticamente 

a su forma madura. El. -·~110eamiento de las necuencias de las 

enzimas NADH-GOGAT. de ·alfalfa, Fd-GOGAT de maiz y NADPH-GOGAT de 

E. coli (Fig. 2) revela.que la proteina de alfalfa, a diferencia 

de la de maiz, contiene secuencias que corresponden a la 

subunidad a y a la subunidad Jl de la enzima NADPH-GOGAT de 

procariontes. La enzima NADH-GOGAT de alfalfa presenta una 

secuencia hidrofilica de aproximadamente 60 aminoácidos, y 

contiene un gran número de aminoácidos cargados. Esta secuencia 

parece unir a la región que corresponde al carboxilo terminal de 

la subunidad a y a la región que corresponde al amino terminal de 

la subunidad a.. Las secuencias de aminoácidos de la subunidad c:r 
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de E. coli , y ·Fd.,-GOGAT d~ · maiz .son similares a la GOGAT de 

alfalfa en.un 46• y:un;4B%·::;,especÚvamen~ ... La-subunidad Bes 

menos. similár :)~~%.>: .ª·~ la•,protei~a '.de: a~ialfa,. Las enzimas GOGAT 

=~:::~~~~~~~~2~t~::?::::: ~ 
. ·- . .. :·~i.~.·:· -~· .. _·;~~··;,;:,\')~-·~::. ;:5<,~~.~-~~lf~'c,!_:';~ .. >;'.'.!~::;;:- _' ;_-.:.,.: .' . 

la GOGAT.··de·,,E;:c coH~.pr_E;señta .. ::un::· sitio de unión a nm+ y tres .' . ·-_· < ~- ;;.,··. ,:~·,;.:·:·,~5j.~~ff:t:;.~:-~~-~'~':·::;~.:!·~::-: ·t.;-~/:/'.'..-. __ :-. 
cisteinas ·:. involucradas}[erif,aa ::unióri al grupo [3Fe-4SJ. En la 

región ~e. ~ffe.#J~~f~~~~~J;f~Ü~Ec:~~?idad B de la GOGAT de E. coli 

existe ·u.'!: sitiocde.:urii6n~á:;NADH.:• (Gregerson y cols., 1993) 
·. ·~;-·::~~-;~{~::\7E{?z~l~ff/~,?}.:· -
. -, .. ~- - ;: .. ;·(·~~-:·/~ . ., ' . ' 

· .· . · ;ü;;K:::&i~~~:I{,;}. · · · 
Tabla 3 •• co~;¡~~Ji~M'ii~g;:~~;!~~b~l"dades de las enzimas GOGAT 
dependientes-·'de.::NADH:'.puí'fficadas: a·. partir de distintas plantas. 

,·_ ;· -_ ... ·' .-<·:~ .c'J,'' . .'.',).~~ .. ~¿1 .. !,;:.,~;-,:;o·~ :·::::,:- ·:- ··. '.: . 

,- : e' ·')!asa\:: ... <~ -:~~b:d~i-. 
· moleétiú.r··' ;dades 

. (kDa);' .. 
Fuente 

Medicago 
sativa a 200 

Phaseolusb 
vulgar is 200 

II 200 

Oryza 
sativa e 196 

a 
b 
e 
nd 

Anderson y cols., 1989 
Chen y Cullimore, 1988 
Hayakawa y cols., 1992 
no determinado 

l 

Kms (µM) 
pH 

NADH 2-oxo gln 

7.5-8.0 4.2 33 466 

a.o 14 22 rio 
8.5 5.2 87, 240' 

~·-- . 

nd 811 



NADH-GOGAT de Alfalfa 

1 YíVZIVIWZWl//Zt/l//ZlllZZIZZ //M ---=-=----=---.:! 
l 102 1638 1695 2194 

Fd-GOGAT de Maiz 

1 vzmzozzzzzzzz111111111111111zz1 
l 98 . 1616 

NADPH-GOGAT de E. coli 

1 Vll/ll/11/IZIZZl//IZI ZZZZZl//ZJ 
l 43 1514 

1~------=----=I 
l 471 
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Fig. 2. Comparación esquemática de proteinas GOGAT de 

distintos organismos. La numeración de los aminoácidos comienza 

con la rr.etionina que da inicio a cada polipéptido. Las regiones 

que están sombreadas de la misma manera indican regiones con 

similitud de secuencia. Las cajas al inicio .de la proteina 

indican las presecuencias de los precursores enzimáticos. La 

porción oscura de la proteina de alfalfa seftala la secuencia de 

aminoácidos que une las regiones que son similares a las 

subunidades a y 8 de la enzima GOGAT de E. coli. Obtenido de 

Gregerson y cols., 1993. 
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5. Enzima G1utamato Sintaaa de hongos 

La importancia relativa de la via GDH o de la via GS-GOGAT 

en la asimilación de amonio en hongos no está bien establecida. 

Por un lado, se ha encontrado que la via GS-GOGAT se utiliza en 

los hongos Aspergillus nidulans (Kusnan y cols., 1987), 

Neurospora crassa (Hummelt y Mora, 1980; Lomnitz y cols., 1987) y 

Schizosaccharomyces pombe (Barel y MacDonald, 1993) cuando el 

amonio se encuentra en concentraciones limitantes. Los trabajos 

de Holmes y cols. (1989) también han demostrado que el ciclo GS

GOGAT es la principal via de asimilación de amonio en varias 

especies patogénicas de Candida spp (C. tropicalis, C. 

pseudotropicalis y c. paraps:l.losis) • Sin embargo, este ciclo se 

ha considerado poco importante para la asimilación de amonio en 

la levadura Saccharomyces cerevisiae (Bogonez y cols., 1985), 

Candida utilis (Zwart y Harder, 1983) y Candida boidinii (Green y 

Large, 1984), donde la principal via de asimilación tanto en 

exceso como en limitación de amonio es la enzima GDH-NADP+. La 

dificultad para obtener mutantes en la actividad de GOGAT en S. 

cerevisiae no ha permitido conocer el papel fisiológico y la 

regulación de GOGAT en esta levadura. 

En Saccharomyces cerevisiae, la actividad de GOGAT se detectó 

y semipurificó por primera vez por Roan y cols. (1974). Masters y 

Meister (1982) purificaron a homogeneidad la enzima, reportando 

que es un dimero de 265 kDa que comprende una subunidad grande de 
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169 KDa y una s.ubunidad 'ch.ica de 61 KDa. A diferencia de la 

enzima GOGAT de S. cerevisiae, lá enzima GOGA.T de Neurospora 

crassa es un mon6inero de 200 kDa (Hummelt y Mora, 1980) • La tabla 

3 muestra al~Ui1a5· caraCt.erist.icas de estas enzimas. 

Tabla 3. Comparación de las propiedades de las enzimas GOGAT 
dependientes de NADH purificadas a partir de distintos hongos. 

Masa subuni- Kms (µM) 
Fuente pH molecular dades 

(kDa) NADH 2-oxo gln 

Saccharomyces 
cerevisiae a nd nd 

S. cerevisiae b 265 169 y 61 

7.1-7.7 

7.0-7.S 

2.6 

7 

140 

40 

1000 

280 

Neurospora 
crassa e 200 nd nd nd 

a Roon y cols., 1974 (datos obtenidos de una semipurificaci6n) 
b Masters y Meister, 1982 (datos obtenidos de una preparación 

homogénea) 
c Hummelt y Mora, 1980 

nd 
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6. Antecedentes 

En nuestro laboratorio :se:. obt1:l·V:·~· ·.:~na!.C.epa·.:.de~·. ·5_, ;.-t:~revisia'e 
con auxotrofia por gluÚ~i4 ; k.:p~rtd:_d~';,~~!":,,~~é ci,a¡:ente de 

actividad de . GDH-NAD~! .~el~:%; ~~;ff [~~~~~~o~·~ '.el~· ¡¡1ilú~ico • ·. (CN33) 

no presenta actividad de''GFGA~:yce~''an~H~t~'genético .mostró que 

el fenotipo ,gogak··~~~~'r,j;o~5,~~~~i~'.~~·~;J~~;'Jo~,1e· m~tación (gusl, 

gus2) (Folch !y ::;3~si: ~J~~·~}h=~~ :¿~~1f ú:, de · la cepa (CN33) se 

efectÜ~rO·~·· cruzas,·.pa~a,·_obtener~ ~epas:: c~n -una sola· mutación. 
···:,·. :.::~~~/. ·::"{_'< :':::~~>~,~~\.·.:·: .·,: :' 

:,:·;:.,:,;:; .. • ·;,>· 

. ·s~:-.-:~-~~i~::~\f.~'.~:~·~-~:~·~ff:f~~~~1~;<~~~~: ~·ruza realizada con la cepa 

CN33 ·y se;.O,lit~K~:~~t:~/~·f~i':\ffguierii:e resuJ.tados: la cepa CN36 

presenta dos'pkos de,i~ctividad óptimos a diferentes valores de 

pH < 6 '. s y 7.~}(:<tt'g=~~fi·~·~g~~x~epas CN37 y CN38 mostraron un solo 

pico de activ:Í:dact\i:lé'~GOGAT,. GOGAT A (pH 6.5) y GOGAT B (pH 7.0) 

la cepa CN39 presentó las dos 

mutaci~nés · <J,,~- origin~¡;-' bajos niveles de actividad de GOGAT 

independientemente del valor de pH empleado (Fig 3B) . 

Los extractos obtenidos a partir de la cepa silvestre S288C 

(GOGAT+GoH+) (Fig. 3A) muestran solamente la actividad de GOGAT 

B. La cepa silvestre acumula glutamato en mayor cantidad que las 

cepas mutantes gdh- por lo que, esta mayor concentración podria 

estar modulando negativamente la expresión de la actividad de 

GOGAT A en la cepa silvestre. Un dato que apoya esta hipótesis es 

que la adición de glutámico a un cultivo de la cepa CN36, crecido 
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en medio minimo, da como resultado una disminución en la 

actividad de GOGAT A (E'ig 3C). (E'olch y cols ~.. 19.89) . 

º·"~A-. ---'----'----.--8-----.,...----,,-C--------, 

•". 

E'ig. 3. Actividad de Ja enzima GOGAT de levadura a 
diferentes valores de pH. Las ::él u las se incubaron en medio VJ4 
con 40 rnM (NH4)2S04, lisina al 0.01% e histidina al 0.01% (co~o 
requerimientos auxotróficos) durante 12 horas. A. Cepa S288C (e), 
y CN36 (0). B. Cepas CN37 <•l, CN38 (0), y CN39 (4). C. La cepa 
CN36 se creció con (0) o sin <•> glutamato. Obtenido de E'olch y 
cols.,1989). 

Tor.:ando en cuenta· que se requieren dos mutaciones para 

obtener cepas de S. cer.evisiae carentes de actividad de GOGAT, y 

la presen~ia de dos picos de actividad de GOGAT en función del 

pH, se pensó en la existencia de dos enzimas diferentes con 
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actividad de GOGAT en s. cerevisiae. Es posible que en la 

levadura para panificación usada por Masters y Meister (1982), la 

sintesis de GOGAT A (pH 6.5) estuviera reprimida por la alta poza 

de glutamato acumulada como resultado de la actividad de GDH 

dependiente de NADP+, por esta razón se ha sugerido purificar la 

actividad de GOGAT A a partir de una cepa gdh-. 
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II. OBJETIVOS 

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, los objetivos 

planteados en el presente trabajo son: 

l. Determinar si s. cerevisiae presenta dos proteinas con 

actividad de GOGAT, mediante la purificación de la enzima GOGAT a 

partir de una cepa gdh- (CN36). 

2. Caracterización bioquimica de la enzima GOGAT de levadura de 

la cepa CN3 6. 

3. Secuenciación del amino terminal de la enzima purificada y 

comparación de esta secuencia con las reportadas para enzimas 

GOGAT de otros organismos. 

4. Obtención de anticuerpos contra la enzima GOGAT de levadura y 

estudios de reacción cruzada con la enzima GOGAT de.levadura para 

panificación y la enzima GOGAT de otros organismos. 
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III. MATERIALES Y ME~ODOS 

Condiciones de crecimiento 

La cepa CN36 de S. cerevisiae (Folch y cÓls., 1989) se 

creció en un fermentador con cap.ac"idad _de_ 15 - litro·s. Se 

inocularon 

elementos 

nitrogenada 

10 litros de medio min.irnci .. (MM). que condene sales, 

traza y vitaminas:. segun:::=': lá . ·. fóí:Ínula de la base 

para 

Michigan), asi corno· 

l~vadu~a·::~>: (·i~~:~-~-~~·~;¡:~;S~-· Difco, ·oetroit, 

gluco;~::.;:¡~:.2i:i~);J~i~fci/d: amonio 40 rnM. se 

adicionó histidina y · lis·i,;a .·,·.~1:»'.:ci;ou ,,. (peso/vol) corno 

requerimientos auxotróficos. . L~s ~~uiÚ~o~" fu~r6n incubados en 

agitación (300 rpm) a 30 ·e, y aere~;¿.¡5·, 'con. '7.· :litros de oxigeno 

por minuto. Las células se colectaron· a una densidad óptica de 

2.0 a 600 nrn y se almacenaron a -70"C. 

La cepa de E. coli MX614 se creció en medio minimo a 37"C y 

250 rpm, en matraces de 3 litros de capacidad. Las células se 

colectaron en la fase exponencial tardia del crecimiento y se 

almacenaron a -70"C. 

Purificación da la enzima GOGAT da S. cerevisiae. 

La GOGAT de S. cerevisiae se purificó por medio del 

siguiente procedimiento; todos los pasos se llevaron a cabo a 

4·c. En el apéndice se resumen las caracteristicas de las 

columnas de cromatografia. 
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Paso ·.1: ·extracto crudo. Las células s:e descongelaron . y 

resuspendie~on _en 1_ mr-1::1e amortiguad~r' de- e~t;accÚri [fosfato' de 

potasio 0:1 M(p~ 7;5), EDT~; 1 ~,DTT·lémM,< ~~sir lmM 'Y:_;J:.cÍ< 

50 µl/mÍJ;,:por/:Cgr;;._¡;.o -~e>C:é{~J..,i:~;-.··-· i~~ ei<tract?s 'cr.udos. se-_ 

o!Jt uVie~6n': ;·d~-~~~,~-~ ~-~~/á·~ }ib·rnb~~~ ·::~~·~·6á~-i~:~~~~·~e >I~:~ ;: '~~·i~i·~-~ .~:·~··a~·:: un 

Bead-Beat~/ ºc;;e(Bn •. i_.t·_._,o,·r._si,Pf_.~u~cg11'.a)r;f_·_~-t_--~aod_:•_-_·_u_.3~c5,t .. s .. , •• _,o.~_O·O:(_._d_·xi~z '. _ ciiclos ~ de ' un'; ;,¡Í.ni:Íto) • 
oiisp~é~ , d'~\ . - g durani:é 30 minutos, el 

~· -.. -; :·· ~.- ·. 

extráéto\, de '·P-~otei~;;;: sé dj_luyó 'ª 30 mg/ml con amortiguador de 

· .. - ·;·., --.. · 

Pi;so :;'_2: _;';-Precipitación con sulfato de amonio. La 

precipitación con ·sulfato _·de amonio se llevó a· cabo como lo 

describen Sakamóto y _cols. (1975) • Las proteinas que precipitan 

entre 30-53% de sulfato de amonio se resuspendieron en un 

amortiguador de fosfato de potasio (pH 7 .5), EDTA 1 mM, 2-

oxoglutarato 2 mM, DTT 1 mM, y PMSF 1 mM (amortiguador A) a una 

concentración de 60 mg/ml. La mezcla se dializó contra 8 litros 

de amortiguador A sin 2-oxoglutarato ni DTT (amortiguador B) • 

Paso 3: Cromatografia con DEAE-BioGel A. La fracción 

dializada se cargó a una columna de DEAE-BioGel A (23 x 2.8 cm) 

equilibrada con amortiguador A. Después de la aplicación de la 

muestra, la columna se lavó con volúmenes de columna de 

amortiguador A. Inmediatamente después la enzima GOGAT se eluyó 

con un gradiente de KCl (0-0 .5 M) (10 volúmenes de columna) .. Las 

fracciones con actividad de GOGAT se juntaron y se dializaron 

contra amortiguador B. 
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Paso 4: Cromatografia. con .·fenil-Sefaro.Sa~ · · L'a fracción 

obtenida eri el paso 'ante~i()r se Úevó al .~2~· d~ ~at~~ación de. 

sulfato de :·am?~j_~~: .. ·:.··~~i~~ ;.'~~e~~~~~;.'~~-. ~·~~li:~~- :-~~ Ü~~··;:~~~·l~mh~ .:de.- 'f¿nii
Sefar~~aj.(:i3)x,.~'.f.''.~~) /~cjí,Úibrada i cori amortigu~do~ '.A!ú'• 12% ·'de 

sátUracióri.con sUlfato 'd.i; ~~~~i~ ~n au~.;hcia d.; P~SF. L~ 'c~lunina 
~ < -J"- ''";',~----" - --_.-·: ,-_-, .. - '. ' .. - .· .. ' - - .... 

se-· 1aVÓ~:~Oh:·;~:~~-~-~-:;~~-S'm~- .'.~~~~t~gUat;tor, y. se . eluy.6 : coñ :un gradiente 

lirieal'::ihv!'i'.~6··:é:le:::. 12·: á·''o%. de saturación de sulfato d~ amonio y 

con· ~d ,·;.~~ad'~:;,~t,.;\ ·simultáneo de etilenglicol del O al 5% en 

am~ri;.i9,u~.cttir!·~·;<i;~ acÜvidad de GOGAT se eluyó posteriormente con 

uri · g:i:~dikhte,' Üneal de etilenglicol (0 a 40%) en el mismo 

amortig'lad~r .:•: 

Paso' '.s ·cromatografia con DEAE-Sefarosa. Las fracciones que 

exhibieron. -a~~-i vict,~d ·' se. :-'jun~ar~~ ~:-.~_: 'colocaron en una columna de 
,_-,: 

DEAE-Sefaro.sa" (23·· x,. l ~7 .. cmi ',· previamente equilibrada con 

amortiguador ~·;,%a,,{,~~;';jJ.j;1;,~f~amuestra se llevó a cabo como se 

describe en :eLpaso:",3:·CcI;a·s'..'fraci:i'ones con actividad de GOGAT se 

juntaron y se ;.~i~~ir;~·;f~~ ~~~~t-~~ amortiguador B. 

Paso 6: Croffic:lto9'rafi'a de afinidad. Una columna de Sefarosa 

azul (13 x l.2 cm) se equilibró con fosfato de potasio 0.1 M (pH 

7 .5), EDTA 1 mM, 2-oxoglutarato O .2 mM, glicerol 5%, DTT mM, 

PMSF l,mM y TLCK 50 µl/ml (amortiguador C). Después de aplicar la 

muestra que se obtuvo del paso 5, la columna se lavó con 20 

volúmenes de columna de amortiguador C. La actividad de GOGAT se 

eluyó con amortiguador C conteniendo 0.1 mM de NADH. La fracción 

con mayor actividad de GOGAT se dializó contra amortiguador B, se 
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concentró por ultrafiltración con un filtro Amicon YM 30 y se 

guardó a -70 •c. 

Purificación da la enzima GOGAT da E; coli; 

La NADPH-GOGAT de E. coli .s·~ .. ·.:iliri;i:Í"~~\ '~ª~ª- ·-~~te~er 
anticuerpos contra cad"a una de--. sus .. ,._si.Jbt.uiidade'·s··. Y ·.···efe_~tu'ar 
estudios de inmunorréplicas tipo w~si::e'rri ;', T~nfuÚn ··se· utilizó en 

•q'" > • • • ·' ••• • • 

la obtención del peso molecular naLÍ.v~ide{ia GOGAT d~ levadura. 

Para purificar la enzima se einpleó:.~{·:· 0~~~;~o· de Sakamoto y cols. 
·:----,-.¡- ; 

(1975) con algunas modificac;iones; \todos. los pasos se llevaron a 

cabo a 4'C. 

1: E:xtr~~I:~ ~1~(¡~: . Lás células de E. 

resuspendie:i;on. (3 ;¡;~/\tT~~ ?M~ias) en fosfato de potasio 10 rnM 

(pH 7.2),.EDTA-o:i:.:inM;:2·:::n1erciaptoet:anol 10 mM, PMSF lmM y TLCK 50 

Paso coli se 

.. ··~:;.,.·.::-~¡,.-,_¡ ·- ·-:;:-' 
µl/ml, y· se roÍnpieron\c'on:.,Ün\'sonicador Branson a 5 watts por dos 

periodós de 3. ~i~.·~~d~ J~6.\í:i;i5 desechos celulares se removieron 

por. centrifugación' a: 35 000 .K'. g durante 30 min. 

Paso · 2: Precipitación con sulfato de estreptomicina. Este 

paso se llevó a cabo como lo describen Sakamoto y cols. (1975). 

El sobrenadante se dializó toda la noche contra 9 litros de 

fosfato de potasio 10 mM (pH 7 .2), EDTA lmM y DTT 1 mM. 

Paso 3: Precipitación con sulfato de amonio 32.5-53%. La 

precipitación con sulfato de amonio se llevó a cabo como lo 

describen Sakamoto y cols. (1975) . Las proteinas que precipitan 
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entre 32 .5 y 53% se disolvie,:on en fosfato de potasio 20 mM (pH 

7.2), EDTA imii;'.2~oxoglJta~~tci;-2mM;. Kéi íoo' mM y DTT l. mM 

(amortiguador ~): a ~íi~{~oíi~'e.nt~~ción d~' 60 ing/ml; y se dializaron .. ·,.·~:;. 
toda la· noch~ -;·~~~~:~~··;·.~.~;:'~i'~~~o_·(~·am'O~ti.9{í~do~·~ sin 2-9xoglutarato ni 

-;-,:-· . ·~ :·~''' -

DTT (amorti~17a~¡r1J;J>'.'.)j~.,;@.·.~t.':·,}cc; •. 
. - .. ~" 

=~~if i1~f~f iíl~t::~~~:::~ :~ :~~:~;ª 
lineal de·, KCr. ·de\ o·:i·~-á>o·:1 'M ·en amortiguador D. Las fracciones 

con mayor aci~t~t~~~ri~l;~DGAT se juntaron y se dializaron toda lá 

noche"' contra :,amortiguador 'É:'. 

Paso:· 5 i c'~bmatografia con DEAE-Sefarosa. El dializado del 

paso ánterior· se_ pasó por una columna de DEAE-Sefarosa (23 x 1.7 . ,.' 

cm) equilibra.da .. con amortiguador D. Las proteinas se eluyeron 

como en el paso 4 y se dializaron toda la noche en amortiguador 

E. 

Paso 6: Cromatografia de afinidad. Una columna de agarosa 

roja (13 x 1.2 cm) se equilibró con amortiguador D. Después de 

poner la muestra, la columna se lavó exhaustivamente con 20 

volúmenes de amortiguador D. La actividad de GOGAT se eluyó con 

amortiguador o que con tenia NADPH O .1 mM. Las fracciones con 

actividad se juntaron y se dializaron contra fosfato de potasio 

20 mM (pH 7 .2), EDTA lmM y 2-oxoglutarato 2 mM. El dializado se 

concentró con una membrana Amicon YM 30 y se guardó a -7o·c. 
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Determinación de proteina 

La cantidad de proteina se midió por el . método de . Lowry y 

cols., (1951). Se usó albúmina de· suero bovino· para obtener la . . 

curva patrón. 

Ensayos de actividad · . ·· -

La actividad de GOGAT de. levádu~a s:¿ de~·~~minó por el método 

:::::::º:.::~:,:::i;,¡ii!!l~l{~~¡~~~!;E:: 
es un inhibidor de ·amidotransferasas cy.(Hummelt'" y '.:Mora, 1980). 

Todos los ensayos. se . Ü~v;~o~:~:~:~·f,fü.~~:;;·:~:. ' · • ' 

' .. ' .. ".·. ' _'_ .' .. ~; ... ·.: . ,• . 
La actividad de la enzima GÓGATé'de E. ·coli se .determinó por 

el método de Meers y cols. (1970) , y se incluyeron controles en 

presencia de azaserina. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida 

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) se llevó 

a cabo como lo desqiben Schagger y cols. (1986), usando peines 

de 1.2 mm de grosor; los geles se fijaron y se tiñeron con azul 

de Ca ornas ie . 

Determinación de la masa molecular. 

La masa molecular de las proteinas nativas se determinó por 

medio de una columna de filtración en gel Sefacril S-300 (2. 6 x 

90 cm) equilibrada con fosfato de potasio 50 mM (pH 7 .5), NaCl 
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150 mM .y DTT: l· mM ·. (amortiguador F) y .. se. el.uyó a una .velocidad· de 

6 . ml/hr, La co.Íumria );e c~Úb:ó 6bn m~~~·adores: de m~~a m'alecúiar 

de Sigma ciíed.icai ca;'. (ÚroglobúÚna,L669 icoai apof~z:ritina,~> 443 

koa; • b-a~Ú~~~; .•..• 6.'
2
6° •.. ~k"D.'ak,·D·· .. ª.a

1
n·. h:i.ªd:Írca-0s·-~a-~ ... • .•.. 

1.:c:\a.i~r.~~b}6,~nh,itc~a'~.··~-~ ... )2,~9~ª.·.·:.sk.··.~o'a')·;. idsios.u··'eklDtAo,s
1 

a1ti11mina ¡;;;~iK~:. . . 
ezl ... ·amo.rt~9úá~or ·~F< niAs. giiCel:of·>·'.·:a.1~:;:;5%~.~·.': .. -i'~ -~-~,~~~: ~~J.~-~~i~~· .. s-~ 

1::: 
determinó graficando· el log,: de· iii · ... iná~~·:: molecular de· los 

marcadores contra Ve/Vo. 

La masa molecular aparente.: de las subunidades se determinó 

por SDS-PAGE (Schagger y cois., 1986) 'usando marcadores de masa 

molecular de Sigma Chemical Co. (miosina, 205 kDa; b-

galactosidasa, 116 kDa; fosforilasa B, 97.4 kDa; albumina bovina, 

66 kDa; albúmina de huevo, 45 kDa; y anhidrasa carbónica, 29 

kDa). 

Cinética enzimática 

Los estudios cinéticos de la enzima GOGAT de S. cerevisiae 

se realizaron con la proteina obtenida después de la 

cromatografia de afinidad (paso 6). Esta enzima se babia 

almacenado a -70 ·e en amortiguador B. Los valores de Km se 

obtuvieron midiendo la actividad de GOGAT a diferentes 

concentraciones de glutamina, 2-oxoglutarato o NADH y 

concentraciones saturantes de los otros substratos. El 2-

oxoglutarato y la glutamina se usaron en concentraciones de O a 

O. 5 mM y O a 5 mM respectivamente. La Km para el NADH se 
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determinó us.~ndo. X.-f'.!acciOne,~ d~ · .cu.rso temporal~ a ·concentraciones 

iniciales de NAJ)!Í>cle. 25; so y .íoir ilM. 

El. pH ·~;Ü;.o .de :L ·•enzima :~OG¡Fd··.·~ .. ·.:·p····~.-.~.•.·:.c.:;;~~isia<. se 
- - ;~>.\•,e·. ·'. -. 

f ~:?~~:~~~~~:;~:~~~l~~a\~f~f~t~~~S3:'¡~ · 
usaron. a concentraciones ~at~ian·~~s:.'..: ·::·~'iJ?·~~~~~i-~i:~~~-!;.: 1 mM, 

glutarnina 5 mM y NADH 0.16 rnM). El. anAlisl·~:Cde 'i~h.Í.bÍ.~iÓn se, 
.·.· 

efectuó también con concentraciones de 5.0 ·.a ·100·, veces la 

concentración de 2-oxoglutarato (0 .1 mM) • 

Producción de anticue:cpos. 
-.· ·' ·. . 

Los anticuerpos contra las subunidadés' de<las': enzimas GOGAT 

de S. cerevisiae y de E. coli se obtuvieron' e·n,'con~jos .y. se 

purificaron parcialmente por precipitación _Con sulfat·a·: de. atfionio 

de acuerdo al método descrito por González-Halphen y cols. 
(1991). 

Procedimiento para inmunorréplicas tipo Western 

Después de transferir las proteinas de geles de SDS-PAGE a 

membranas de nitrocelulosa, se llevó a cabo el análisis con 

anticuerpos como lo describen González-Halphen y cols. (1988). 
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Análisis de la secuencia del amino terminal 

La proteina pura se corrió en géle~ :según· Sch!!.gger y éols. 

(1986) y se transfirió a una membrana ProBlott. ·a .. 25·0· mA p·or 18 

horas (4 • C) en presencia de amortiguador CAPS 10 mM· .<PH 11. 0) y 

metanol al 10% siguiendo ·el procedimiento de. Matsudaira. (ÜB7) • 

Las membranas se tiñeron, destiñeron y se .-secaron al --~-ire' ·como ro 

describe el mismo autor. El análisis de la secuencia del ·amino 
.. <. ·. ·_:_·· :·· 

terminal se llevó a cabo en un Micrósecue··nc'i.B.d.á~- Modelo. 470 .con 
' . ' . . 

análisis en linea ·pTH (Applied Blosy~tems, Inc;). en. el Found~tion 
Biotechnology Resource Laborat.Ory de ·la Fundaci~r:i. li?.~ .. ~!:··Keck, en 

laUniversidad.de.Yaie. 

,-. ·. ·._-_,:; .. ;· .. ::~.--. -.::.:_-.-:.-·.' _,., ,, , . . -

La '·bos·qu~·d.~-;·· de-. :-si~1iitti·di:" ct·~ <~-ec~énci.as ·--~ie . ·an11naá.cidos y 
nucleótid6s :·5~ ;üjJ~.·.. ;,~~~ en el Natioiíal Cente~. for 

Biot~c~noi~~/ rn~~im~~lori ~~ando el. .ie~yicio BLAST · netw6rk. 
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XV. RESULTADOS 

Purificación de la enzima GOGA'l' de S .. c~"r.evisia0 · 

La enz!ma GOGAT se purific6:_·,( parti~: de·.-_· extraCtoS · crUdoS de 

la cepa CN36 (Folch y col~., l9;i~;. :~st·~ ,ce~~\ien~~'u~~im,;:h~é:i¿n 
. . ·. .·. ·-''::' .- ... -' - ,_ . .,._ .. -- -'. -- .. _,.~~-;j::-.·:~ .. ,. . -- -

monogénica (gdh-) que.· an~la, la(activida~ de GDH dependient .. de 

::::~:: :~f~~~i~1~1~~~í;tif~~~~~;~:!,~~ 
especificá. de'O :o4, µ~~l/~in.mg de,\p,7,oteina; ,La •prim~ra:columna de 

inte~c~~:~~~·if~~if.~'.~füi~0~\;~ti~~§~ : ~¿ ''.:f fr;~f \~~.~~~;~~~i~i~ica de 
a :veces :"¡tabla.'.,I)'o'.'',',Aunque;':las•· fraccionesi.obtenid.ás: '.:de" ~a· columna 

hid;~'f~b'¡-~-~;~;~~:,:~~~~-~f{~~:~1~~-i~-~-:: ~~~~~·~·~~~:-.;.Ü:~:~~-~:~~~i{;~~dad~ ·esp"e"cifica 
-, (' ~-'·- j~~,... . -_ . ' . . ' - - . -~- -,-·;,_ .. -. - -

~:~¡~:i1~l~1fü§g~i~2:~:~~~]~~:~:~:i~ 
de~e ¿o~~h~~T{·~6!~á.~ ·?~l; 0~2¿~,4~.:].¡~p~oteltla total soluble de 

la ~Úuú.. ot~os ~xperl.mentcis inostraro,; ~e el rendimiento final 

se ~~e~~ i~~remi,;;~~ '¡;~5t.Z 9%' cuando la fracción de sulfato de 

amonio (p~so. ~). ~e dializ~~.-·~xJ:taustivaffiente antes de aplicarla en 

la columna de DEAE-Bi.oGel A. 

El análisis por SDS-PAGE de las fracciones obtenidas en cada 

paso del protocolo de purlficación se muestran en la Fig. 4. La 
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preparación final muestra a la proteina pura con una sola band_a 

de 199 kDa. 

TABLA I 

Purificad6n de. la enzima NAÓH-GOGAT de .:Saccháro.myces 
cerevisiae~ · 

·;:~ \ ·>?\'. ~ef~i:~;~~6l'y~1i/}~~blÍ~i~; mg .. :t · inCremento 

Exfract.o. :e~~-~~ h: ~ 29~~\'·> 11.0 .: :;' · ·~·~04 100 

se 2 

DEAE Bio-G~l A 
',,. . 

fenil . seifii.rcisa· 

DEAE-Sefarosa 

Sefarosa azul 

67 

9 

1 

20 

·8 

·_4 

.. ·.1· 

ª Basado en 49 g de céi.;,1~{ (~~s6 'f~~~doi/i6~ ~~~~~' son 
representativos de. cua1;-i::-~: p~;r~f.i~~c~~."-~5:~·.'~~p~~-~:~B:~~··· ··~·. 

: . ~; ':····' .. -.. ·.: . . . . :· ·: 

b El incremento en acti~idacf ·~~~-~~·~~:i~·-~.· 

25 

100 

,3.57 
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2 3 4 5 6 7 

kDa 

- -. • -=<: 205 

199 

- - -116 

-~-
.. -97.4 

...-

¡; .. -66 

!"! ... 
t•-,. '!'t•· • -45 

,,...;¡; ¡;.:_:. • -29 
.... 

" 
,¡¡¡ 

Fig. 4. 6% SDS-PAGE de las principales fracciones obtenidas 
durante la purificación de lo? GOGAT de S. cerevisiae. Carril 1, 
extracto crudo (30 µg); carril 2, precipitado obtenido con 
sulfato de amonio (30-53%) (30 µg); carril 3, fracción de DEAE
BioGelA (30 µg); carril 4, fracción de Fenil Sefarosa (15 µg); 
carril 5, fracción de DEAE-Sefarose (4 µg); carril 6, fracción de 
Sefarosa Azul (2. 5 µg); yarril 7, marcadores de masa molecular 
(miosina, 200 kDa; B-galactosidasa, 116 kDa; fosforilasa b, 97 
kDa; albumina de suero bovino, 66 kDa; ovoalbumina, 45 kDa; and 
anhidrasa carbonica, 29 kDa) . Las proteinas se tiñeron con azul 
de Coomasie. 
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Purificación de la enzima GOGAT de E. coli 

Con el procedimiento usado para purú:i.7a.r ··la ·GOGAT de E. 

col.i cepa MX614 se incrementó en 

especifica (60 .9 µmolas/min.mg) 

kDa. 
... ·.······:· ·/.····· 

. .. : .. ---" 
TABLE'' II··,:.', 

-·:. : ".~ 

Purificación de la enzima' ~;.;~k~h~GJI:;, de · E; coliª 

' ~. - ~ - . 

Paso dé .. , Proteil1ai:·.AcÚvú:laci;Act:ivictact Rendi:- PFuarcitf~rcadceiónb 
purificación ·· total',: · :.-.total':.: .• ;: especifica :miento ~ 

:::_.-;.,_', 

Extracto crudo 

;t~ '.,:\'" 1'·_ .. '.;~·:.~->-;': 
37l6 •,•.' i415 < 

' .• " :- -~.l- ·-

5 U l fato de ·~U~·. ·'.J2 1508 
~~~~~~~g:1~~~t-s3i ::'(S,'r;;'''/~.~ 9sa · · 
DEAE Bio-Gel A', 

DEAE-Sefarosa 

Agarosa roja 

, : 1óií''' ,', :369< , 
1·4' 

OA6. : 2.8 

0.38 100 

o ;54 107 

L27 68 

3.39 ,·26, 

13, 71 14 

.60 ;97 2 

i/Jci-emento 

1.0 

1.4· 

3.3 

,8 ,9 

36.1 

160.2 

a Basado en 45 g de célÜfa.S_· (peso fresco). Los datos son 
representativos de tres purificaciones separadas. 

b El incremento en la actividad especifica. 
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2 3 4 5 6 7 

kDa 

-205 __ .., 
-150 

-116 -.... -97.4 

~ iw __ , --ss .. ! 

' 
- -so .. -45 

tJ • -29 

:¡. . • " 

Fig. S. Análisis en 6% SDS-PAGE durante la purificación de la 
NADPH-GOGAT de E. coli. Carril l, extracto crudo (30 µg); carril 
2, precipitación con sulfato de estreptomicina (30µg); carril 3, 
fracción. 32 .S-53% de sulfato de amonio (30 µg); carril 4, DEAE
BioGelA (30 µg); carril 5, DEAE-Sefarose (30 µg); carril 6, 
Agarose roja (5 µg); carril 7, marcadores de masa molecular 
(igual que en Fig. 1). Las proteinas se visualizaron con azul de 
Coomasie. 
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Masa molecular de la enzima GOGAT de S. cerevisiae 

La masa molecular de la subunidad de .la GOGAT. de s. : . ' \ 

cerevisiae, calculado por SDS-PAGE, fue de 199. kDac'CJ;"ig: GA) : .. Este 

valor es similar al de la enzima NADH-GOGAT. ;u:r~~'.{~~g"·;:~ ¡partir· 

de nódulos de raiz de. alfalfa . (AÍJderson ;Y· c~ls: /''1989)'¡: lÚpino 

~::~;~;~l::~~tl~~~i!i;If !i!JI~:;":~::: 
valor s~gj_'~·~·~::. que>la';;proteina:<se·.:.asocia•_'como: .. 'un .trimero; por el 

· . '.·--~ x::·.· ... ·.-. :~::;:~~:.¡~ ~jf:~:; :J~?~{;~~:~~v~&J;~0;:i~;~~:::t~it:::..:~~'";fJ:>.'·'/~;.::~: 1 ·:.i~:~!~: :·_:_"'\ :·,. ; ,·. . · 
mismo procedimiento';;: .. :la\'méls.a'~molecu~ar:·.:·de},la'.:~enzima GOGAT de E. 

::l:ª:::i ::J¡1~f b~6zi_i~;t:6;.~~f.i1~~~iV~t~iii:~~:ni:ªeT:n °::::;::n:: 
cuatro dimer;;s ia14 ko~i' co~i;,~~ i?~~J:;;::; 1987) . 
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Fig. 6. Masa molecular de las subunidades y de la forma nativa 
de las enzimas GOGAT de s. cereviseae y E. coli. A, Se determinó 
una masa molecular de 199 + 2.3 kDa para la subunidad de 2ª GOGAT 
de s. cerevisiae por un análisis de regresión lineal (R =O. 995) 
usando como estandares: rniosina 200 kDa; B-galactosidasa, 116 
kDa; fosforilasa b, 97 kDa; albumina de suero bovino, 66 kDa; 
ovoalbumina, 45 kDa; y anhidrasa carbónica, 29 koa. B, se 
determinó una masa molecu~a~ r.ativa de 609.5 kDa para la GOGAT de 
S. cerevisiae y de 860.2 kDa P'.lfª la GOGAT de E. coli por 
análisis de regresión lineal (R =0.989) de los perfiles de 
elución de los estándares de proteinas de una columna de 
filtración en gel Sefacril S-300 gel (estándares: tiroglobulina, 
669 kDa; apoferritina, 4~3 kDa; B-amilasa , 200 kDa; alcohol 
deshidrogenasa, 150 kDa; albumina bovina, 66 kOa; anhidrasa 
carbónica, 29 kDa) . 
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Región amino terminal de la enzima GOGAT de s. cerevisiae 

Las preparaciones de GOGAT recuperadas de la columna de 

afinidad exhibieron una sola banda de 199 kDa .. Esta· banda 'Cié·· 199 

kDa se transfirió a una membrana ProBlott Y se- "-,d~-teilni06 '':ia 
secuencia del extremo amino terminal. El primer: r~s:i~~~: ~b· dió 

sel\al en el an~Úsis de secuencia lo que probableme!lt~ .'ind~cía .la 

existencia d~_ .. u·na _cistein'a. La Tabla III muestra· los primeros: 

ocho · amiíio~c.idos: :·de la secuencia y el grado de siinilitud 

co.mparÚdb\co.rl'.,otras enzimas GOGAT. La mejor correlación fue con 
: ·:'·'," ':_··_,:·.:·._: 

la enzima 'GOGAT ··dependiente de ferredoxina de maiz. 

TABLE III 

Alineamiento de las secuencias de la región amino terminal de 
la enzima NADH-GOGAT de S. cerevisiae con la región amino 
terminal de diferentes proteinas GOGAT.ª 

S. cerevisiae X GVG E' V A N 

Zea mays e GVGE'VAN 

Antithamnion sp. 

Medicago sativa 

Azospirillum 
brasilense 

e G V G F0A N 

e G V G 

e 
E. coli 

Se refiere a la 
~ No incluye al aminoácido 

Sakakibara et al., 1991. 
d Valentin y cols., 1993. 
e Gregerson et al., 1993. 
f Vanoni et al., 1990. 
g Oliver et al., 1987. 

E' VA 

Identidadb 
(i) 

100 

85 

100 

83 

so 

Referencias 

este trabajo 

c 

d 

e 

f 

g 

proteinas maduras. 
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Cinética de la enzima GOGAT de S. cerevisiae 

Las curvas de actividad contra:·: la · concent'raci6n de 

substratos fueron hiperbólicas (Fig. 1, y· Fig .. : BAB\ :. Los. valores 

aparentes de Km fueron 294 µM par.a: gA~ta~.i.~a/. 104 µM para 2-

oxoglutarato, y 3. B µM para NADH,-: La a.;;tivid~d ·;. .· conc~;,traciones 

saturantes de sustratos 'exhÍ.bieroñ .. u!'.~~'Opt:'imo: .amplio entre 6.6 

y7.2(Fig.9). ,•· .. '/;\. 
,~·.:>-· .-· : ' 

.. · 
La acü \Ti: ciad de • GOGJ{; sé i;,hibi6 . solamente con ·altas 

··. : .·"'. ·. . .· .·.,.· 
concentraciones de 9lutainato, ·malat~, ·.' succinato y oxalacetato 

(tabla IV) . La azaserina, un inhibidor no-competitivo que alquila 

enzimas amidotransferasas, produce una inhibición completa de la 

actividad de la GOGAT de S. cerevisiae. 

- O+---ir---r~..---,-~-.---.~..,-~.----.---1 
o 0.4 o.e 1.2 1.s 2.0 

Specific activity / NADH 

Fig. 7. Integración de un curso temporal para el NADH. Se 
muestra el ajuste de los valores obtenidos. Se utilizó el ensayo 
estándar y una concentración de 25 µM de NADH. 
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Fig. 8. Cinética de saturación para 2-oxoglutarato y 
glutamina. Se utilizaron las condiciones de ensayo normales, 
cambiando las concentraciones de 2-oxoglutarato y glutarnina como 
se especifica en las abscisas de las figuras A y B. Los valores 
de Km para el 2-oxoglutarato y glutamina se obtuvieron por 
análisis de regresión no-lineal como puede observarse en los 
resultados ajustados a una gráfica de Michaelis-Menten. También 
se muestran los gráficos de Lineweaver-Burke para ambos 
substratos. 
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Fig. 9. Efecto del valor de pH sobre la actividad de la enzima 
NADH-GOGAT de S. cerevisia'e. El ensayo se llevó a cabo· como se 
describe en la sección de materiales y métodos. 
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TABLA IV 

"Inhibición de. la enzima·· NADH-'-GOGAT de Sa.ccharomyées cerevisiae 
por Gl~tamato, Malato, S~c~inato, Oxa~~cetato y Azaserinaª 

Inhibidor 

Glutamato 

Malato 

Succinato 

Oxalacetato 

Glutamato 

Malato 

Succinato 

oxalacetElte 

Azaserina 

Inhibidor 2-oxoqlut;;_·rato 
mM . mM 

5-10 

5-10 

5-10 

5-10 

5-100 

5-100 

5-100 

5-'-10 

5 

1.0 

1.0 

.1.0 

1.0 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

Todos los substratos 
a saturación 

Inhibición 
% 

o· a 7 

-2 a 4 

-9 a -4 

o a 2 

O a 65. 

O a .68 

a "53 .· 

·o a 32 

100 

a Los ensayos se realizaron en presencia de concentraciones 
saturantes de los sustratos (2-oxoglutarato 1 mM; glutamina SmM; 
NADH 0.16 mM), a menos que se especifique de otra manera. 
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Identidad inmunol6gica entre las enzimas GOGAT de diferentes 

fuentes 

Se obtuvieron anticuerpos policlonales convencionales contra 

la GOGAT de S. cerevisiae. El anAlisis de eKtractos crudos por 

medio de inmunorréplicas tipo Western en SDS-PAGE mostró una 

banda que reacciona con los antic~erpos y· que ·c~rre.~ponde en masa 

Los· anticue~os ·abt:e~:~·~~-.s·;:~~~#f,l~¿~~~-~:;~~-~" de las subunidades 

de la GOGAT de . E. coli no most,::¡,::.:,¡¡:•'i:éíicdón · cruzada con la GOGAT 
", . . ._', ~. . .... - . ' 

purificada de s. cerevisiae, ni" cOn ·eXtractos crudos del nódulo 

de alfalfa. De manera similar, 108 áriticfoerpos contra la enzima 

NADH-GOGAT de nódulos de alfalfa no tuvieron reacción cruzada con 

las enzimas purificadas de s. cerevisiae y E. coli (Fig. 11). 
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2 3 

.. , kDo 

-- 1 ._200 

•.. .J 

Fig. 1 O. Análisis por inrnunorréplicas tipo Western usando 
anticuerpos contra la enzima NADH-GOGAT de S. cerevisiae. El 
suero anti-GOGAT de S. cerevisiae se probó cor.tra 1 µg de enzima 
GOGAT pura de E, coli GOGAT (carril 1), O ,5 µg de enzima GOGAT 
pura de S. cerevisiae (carril 2), y 50 µg de una fracción 
parcialmente purificada, Con actividad de GOGAT, de levadura para 
panificación (carril 3). Las proteinas se transfirieron de un gel 
de SDS-PAGE al 6% a nitrocelulosa. La masa molecular de cada 
GOGAT se indica en kDa. 
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e 
2 3 

Fig. 11. Inmunorréplicas tipo Western de diferentes proteinas 
GOGAT probadas con diferentes sueros anti-GOGAT. La enzima GOGAT 
pura de S. cerevisiae (lµg) (carriles 1), proteinas solubles de 
nódulos de alfalfa (lOOµg) (carriles 2), y la enzima NADPH-GOGAT 
pura de E. col.i (lµg) {carriles 3), se probaron con el suero 
contra la GOGAT de nódulo de alfalfa (A); con el suero contra la 
subunidad grande de la GO~AT de E. coli (B}; y el suero contra la 
subunidad chica de la GOGAT de E. coli (C). Las proteínas se 
transfiriera~ de un gel SDS-PAGE al 6% a nitrocelulosa. La masa 
molecular de cada enzima GOGAT se indica en koa. 
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V. DISCOSION 

La presencia de actividad de GOGAT· ·en. s. "c1i'revisiae está 

bien documentada (Roen y. cois.," 1914; ~~~t~~~} Me{'~t~r, i9B2). 
~.,,, 

Asi mismo, se han .·ob.ténid~·. muta·nte·s-·-:~i'E~ ;:~_~:;.:-.c-~·f~,"7~f~.~'.~-~-q~-~-~-·?·a~·~c.en 

de actividad ·de GOGAT'.<Folchy;.,c.o~s\j7.~.~~;~~}~~~ .. ¿;5r?/rf.9,f~,~~ik, 
1990). El he~ho de, que ;se. requieran:\dos\mutaciones'{.que·:,·.segregan 

ind.ependien~'.é~e~te· · .. P~·rª·····•~h~~:. \l~;~;'.~~~~~I~i~r~1f{i3~1%~~~1.r~&f ~~ª.··.·· .1ª· 
actividad. de GOGAT, y•'la. presencia>de'idoscpicos:.:de'..~1actividad :d.e 

GOGAT• en ftlnciÓn' del pH•.· s~~iÚ~}iJ~cd~f~~if~~~~;dl~(,'~~:fd~'s"'~:;~~~inas 

:::n:ctL:i~~::t::i:~:t;'.eJ~~~i~tt~it;~]gJ~~[~~.~1Kt]~~~I'I¡tJ~:::::1ª: 
par~i-~ ... d.~· ia:·--'.'-~'~Pl·-CN36'-: _,¡:- .... ~·'.;~~ ·:,,;·~~:;~;;: '··· ·.-; .. -

_. .. _ . ,:>~'f:· :.::A·:.:;-.'·:.-.:··,:·;··:;~·:-::·:;.'}~'-·--

.. -·: -- .\::;;):::-\·~;:\~1;J:<~~n-~~-~i;-~~>~i+~-~q-~;1~;,L ~"-!~-~; .: , .'. · -__ 
El método::de'i,puri'fic'aciónc:;'enipl . ió . .'obtener •solo una 

. · \! -·.:·~::-; ~-.'::.:\:hf;~._>f:;~'.;::r::.:~~~{~i:~:.~::·~~:-~>'.f(;=Y,~~:;.~~·t)ftj ú\~~f90:'i;.:·~'(::<.· .':·-'.t <·' ;: -
enzima.,. GOGAT_,· .c.uy~a}ac.ti.i:idad,.;·es,.;¡óptima;,en;;;un'°'amplioi.:intervalo de 

· _ ·~· · :· · ·-: ·:_;_ :~:-:t' z1.: :.;·~=::t::,:ff,.f-E·:.:-'.,;;.~::;;:.;_.:.~~~",::;.~:.~t~l~:;;:;.\:\?'7F~.'t/r.·;~t'.~.'..'.::l~fü "::. ;:_;::..:--: :.·,,·,~ .. ::;~·:::. : ·: 
pÍI. El 'anális.is';. de;~·J.:a:;:.,.S,trU'c.tura::;;de~¡laEenzima·'·GOGAT.>pura ·mostró 

•. ) . ·. ·:: i ~· --·: ·._.::· ·::·~\~"·: ~ 5;~:-o:f':'-J' ~(:;:.;'.:~'. ~·~~:\~~.~· )"~~~/_-;::~~:·~~~'--~:.;~/·:·_~-:-,~~';!;;.:.:: :•.,_'":: ."~ ·'-'···;·:,:.:;:. ·., · .. , 
que se "encuentra \fori:nada'..i::.por-,~tres:;fsubunidades'··'.:ic;Iénticas de 199 

.:_·: ·~-- ·:<~ ':'.:'i.!::_x.-;~~~;(::-~.-:U~f<~: .. '.x,~~~~~~~-::r.~·~;~_-:. -~~~>~-~,.~:~;:y:··:.~r: !\: ._ .. -::; :·:7·.:·~- ..._.: · 
kDa. Esta pl:-oteiil~\-es=-#Si~i1a·r.;a,.~1a··.,dÉf·,:;NeUro.Spiira:-ci:'assc;1 y a la de 

plantas. ··su~:~¡~/~;~g;({~~~~~~'b't~,~¡\E~,~~'.jeif:~;~é;r ,~el • mbnómero como 

en .la éspedffofct,a[i'~~r el'''c?fá:ct:o~ "üíumméÜ.'y Mora, 1980; Chen y 

Cullimore, 19S.á;: AÍid~rson\; cÓis;; 1989/ Hayakawa y cols., 1992). 

Existe la posibilidad de que .en la levadura estén presentes 

dos isoenzimas de'GOGAT y .que el método de purificación empleado 

no haya permitido encontrar la otra enzima, sin embargo, los 
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resultados obtenidos en las distint.as fracciones de la 

purificacf6n pára los valores de 'Km y·. de:,áctividad en:_ función del 

pH (datos no mostrados), ·na sei\alan· ctÚeren°cias ·-é~n·' los: ~bt~riido.s 
para la· enzi~~:p~r~,'.•(\: i)"·· .. __ 

-El hebha ~~ ii~~¿-~-:endo'ntrád-a :b~;. p~otei.~a can)~tividad 

6cdpeept 1a~: ... :(AF.:o·l:c:h.:f.-·:.:.~.:1y~:.:_ ..•. e .• _-c·~:o:l;sl.I~,-··-~._:1i309:6ra',e9::5¡:5,:.d.9en;_•a:.rHes'e···-~deee.~b0.e~n:s.ª_:ad:.:lsa~p:::::~::t~~:~v~::: 
·~~~·Í~t~~~~¡·~::,d~: . dos 

~::EK~~~il~i1f "i!J.'.hl:~ri;~¡i~~~~~:,:: 
picos• cie·' a6ÚvÍ~{;,d iV~'i• Úp~ de mutaciones;_que·•est.án; ~resentes . en 

la c·-:P~.:~ ~~k·o·~:~g?~,~~~;.· ~~~{~~i~·6;>;;:, -·:.·;:>,·,:~<'.:Y·:·.~·~·>,-:~--
• • :•,;":·:"·' - .·•• - '.; '1"•,. ;_,., :-.~~¡'.~'/·; ·>¡.:~. 

·'. .:'_ -~-·_j ___ ) ::::.: .. : ".·. ·.;··. • ... ;• ···.~·: .. ~, ~}-;/ .. ~':·.:\\.'_,;_·: -. 
-~ ;.· - :.:·,: ..; ,. - ,. ------·.:.· ~ ;._-,:' 

·M;,steii/.y' Mei~t~i: -- (1982)( e~contraron que la enzima GOGAT 

purifica~a a homogeneidaci ápártir{~eir~vadura para panificación, 

es ~;; dímero d~- 264 :ko~~;?~~~a'~:~ci~_~.:Üii_.~,>_-.:~.-~~l!Údad grande de 169 y 
>,.;.,', ••. , .... 

una subunidad chica de 6l'kca·.~''·:Es~ó!i;;datos sugieren la presencia 

de dos isoenzimas dé GoGAT~ .. ~·~>i-~\~ad~.LC·ci;~·--1a. enzima que purificaron 
.. :,:·,- .. ··r;·_--:-·:·::·:<: ... : ·, 

Masters y Meister y la eñzima· ,. ~e· : se reporta en el presente 

trabajo. Sin embargo, el mét'odo ·de purificación y medición de la 

actividad que se usó en nuestro trabajo es muy similar al 

reportado por Masters y Meister (1982), por lo que se deberla 

obtener el mismo resultado. Una de las mayores diferencias en 

cuanto al método es que se utilizan cantidades de agente reductor 

mucho menores a las empleadas por ellos: la purificación de 
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Masters y Meister (1982) s~:· l.lev6 a cabo .en presencia· de 50 mM de 

2-mercaptoetanoi y";én ei presente trabajo se .emplea l. mM de DTT, 

además .de, '1'.L~~·} _c·6~;:·: '.~;~hi~i~~r· .. ~e .. p~ote~~'a.·~1 ~, .:-_.?a-. :-~s~I'.!. ~especto, 
Sakakibara yiéols;,i (i991) 'ericontraron·:q{,e'_Ú. form~ monomérica de 

la enzima Fct.::GOGÁr':\1e'Illai~. s~ p~oteol./za',;(¡;,-~~~t~j:1a dÚlisis, 

:::::~.¡;;;¡~~~~~~;{~~~;J;~¡I EI~~f J~l{~¡;'t:.:: 
parcialmente'. a. Ía enzinia.'.í de 'esta•7p'rote6Üsis:C~ (Sakákibara} c~ls., 

\.' ,., -:; . ' ., '-'"' ~ ::·::'" .. :,- >•·. < :-,~: .. 

1991>. · -~~r.:.,~f~:~;·\~~fti:·~~~-~j~~-·;,rli;,cºis: ;'.ii9~2> . p~rificaron la 

enzima GO~A~;·de:'.Sy~ech~cc;ocus;:s~;"'.y ena"ontraro~ dos b'1ndas con 

activida~-?~·~?;~Í:\'i1I~~~t~,~~;~ft:~t~¿J~~ d~~ b~ndas, que difieren en 

5 kDa,. en• .. geles·j•de ¡'SDS:;:PAGE ;;:: Debido• a> que existen altos ni veles 
-.. ~ ... , _ :::·:·:i ~; ~.:0~'.'/:>~:(:}:~· ~::r;;.::·,~·;·c\~:"·:·,.·:· ·; '· · ··. 

de deigradaci6n'.·proteo1it'ica; en'· lo_s extractos de cianobacterias y 
... . ~:. ·:_ .; ~ ·} .:'!\.~:¿~-:·}:~:·¡:\-f//~f{~:~;.:.~·(~L~-- .: . 

a que la_- cantidad(d~lc;"pép_tido de menor masa molecular varia de 

una purífi~¡¿·¡'ik'.:;~~~'.}!~t~~~~\:,~:~Í~~-- proponen que este péptido es un 

producto· de :degfá:déicl'óri'.-_de ia enzima nativa, aún a pesar de la 

presencia · del · ···:"i,;liibid.~r de proteasas PMSF durante el 
... '. - -

procedimiento de extracción. La banda que migra más lento en SDS-

PAGE, tiene una·. masa molecular aparente de 160 kDa, muy similar 

al valor determinado para la enzima na ti va (15 6 kDa) . Estos 

autores concluyen que la GOGAT de Synechoccocus está formada de 

un solo polipéptido de 160 kDa. 

Masters y Meister (1982) reportan que la enzima es muy 

inestable en las últimas etapas de la purificación. Nosotros 

encontramos que la enzima de 199 kDa es estable y que se puede 

almacenar a -7o·c durante varios meses en amortiguador de 
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fosfatos,. 20 mM, EDTA. 1 mM y 2. mM ·de. 2-oxoglutarato, sin: agente 

reductor, inhibid~res : de, pr~te~~a.s:; ni,' gl~.cero1; .El .haber 

purificada :An~:.~:_'~·~~-~~·.~,~;.:~~-~r~i·~t~~'·"~·~~.~-~-~~.~~~~-.:pr~:~\~-~~~.~e-~.~-~-. ~1 ·mismo 

métOci;?: :_d~;.:: ~~:~ ~:~l~lf ~:-~~:~,--~!_j·~~~~? v;#~~:Kf;~~,f~E.-~.!~.f :~,~ée~:·~---ª_e:·:~~-~-k-~~-ibii~,~ · y . 

:::s~~J;; 9~~'.~~~~~~~i~;~t!f}J~i}~f f 1;~~~~i~:t~:e:0r:::~:r:u: 
. Meister:.estén;:.iricOnectoif:'.y~.se:aeban·:a~ una·1.prote6lisis: parcial de 

::.;:f :;~t~~~~f ~?ii~tf !i~~}~i~~~:;'(,~::~t:::::.~ 
~º~º~-~~~-~d-~-d-~i_ l_~:-~~,:'~n-~-~m~~·~;:··~- ___ ... _ ~:: ·,'.-~~<; .e:s~~n· __ ~nterpr~tand? como 
su¿únid~¿~~'{'d~t~~~~li'~~~ri.~fi1~;!~J~~~f~·~s" . , ..... 

:·<~·;_~. :.·.:'.· .. ~.~·-:,: ,_:·,: .. : .. ;,-;,•.:.'.: _,. ·. »-· .. '··~--. ·: ·'.'. ·.·~·i'::-·,:. · .. \,.-: ... :.' .... :.( 
.-X.'J···~- ·~ ·::::~ ~ ;" . ;:.. . . 

e~~~ ·~~¿~~~~~~~ ~L í;; ~il~l~a: .. ~~~P~~~~·.~ .~i~ ;~~6m~ros: ~e: 19 9 

kDa. s¡ ' ~~~~~Jt::.· ;p~e~entf en ··.·.1evadura.'. .Para;,~anificaci~n; .s,e 

.:::~::ª~::.···· :::::::: ::Pº ¡9:es:::~:r7~t.~~~t¡,~~t1:l:p1~Ji:![t~~~::·· 
reetCcióri · crUZacta: .. taritá_'.' ~O"n:: éXt~~~~~-~·~:·:~Ud~i~~;'.~-~f~'id~S:~·i·:·~:a~b1':~·:;·de:.· , 
levadura 'para' panificación (datos; no: mos#ados). ' como' con una 

preparación · semipuri,ficada: que• contiene . actividad de. GOGAT, 

mostr.:i.ndo t.inél 'úiiica:.-banda de 200· koa .. Estos résultados apoyan la 

hi¡j~í:.~si.~ de _q~~-- en levadura. para _panificación existe una enzima 

GOGAT de 200. kDa y que· .. ia GOGAT de dos subunidades reportada por 

Masters y Meister (1982) se debe a proteólisis parcial de la 

enzima de 200 kDa. 

La secuencia de aminoácidos de la región amino terminal de 

la enzima GOGAT purificada a partir de la cepa CN36, tiene un 
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gran porcentaje 'de similitud con el amino ,terminal de:. proteinas 

GOGAT de. distintas eS~edies, en, pa.:r;tic~la"~. ; ~ori:).a ·'GOGAT.: ct0.~imaiZ. 
l'or ser esta. región 'imp~'rta~te d~léíe /~~e,~:¡ p§n,to,/d7. vista 

cat~litiCa, ··Y: P?r,:.táOto; _~_'s'uiüám·ente:.:·c~~fi~r.va·~~-,·f~t}:~~:a'~:·s_·.i~:cti~·t~ntas 

enzimás .GOGAT, ,. est~ · i~~~láci6'.. ~~);~~f~J'!i~~R~:~~tf~~~~~{f}é¡ue 
identÍ.fi6~ .a: .. -1a<~n~-¡~-~ :p~_~j_~J~~di. ~~---~~> pr~s_en~_~:'._t~~~-jo",camo. una· 

::zil: ;::::in:!~tt~;~rJ.·:ct~:r:rc:ritf f rrt:~::~·;¡~;t!6t::~:::~:: 
desempei'iar Ún pap~'{. importa:nte en fa únión á ~{;,~~mi~~. ~or lo 

que posiblemerÍ~~-; e~.?~~kiclúó ~!l:O de la GOGAT cie' i~vai:l~ra sea una 

cisteina:: ~} f~~Ld~'() ü!lo no se determinó durante
0

el análisis de 

degradó 

durarlt~ l~ h1ci~llliSis licida. Cuando es~o oi:urb~, -~s ill~icativo de 
-· .. ·.·'- ,. . -

la.· p~es_-~n-~1·a ·ae ~-iste"ina o 
•,-,,-_,,. 

·t'r.iptofailo -~ :'., l?~ra'.·:·~.-d~té·r~ifiar si ·este 
' . ·. "'' ·. '·. :c.-,.-,~:'.•• ' . . . . .. ' 

aminoácido es. ~na cisteina, se puede .uüJ.i,~~f)fá:'.c'~Ü1cliletilaci6n 
con 2 o 4 :v1~ÚpÍ.ridina, que produc~;,u~fc!~rivad~ Ínlis estable al 

:~.::·~~~:J~~{tl~~it{i,~i~1~:!::E:::~:::::: ~: 
La secuencia·'de __ :amingáciélos· 'del· amino terminal se puede 

,. '·': /-'·-'-

utilizar para· · ·encon~r~r~. '>~.é)~··_ ;~~9~n estruCtural. Los trabajos 

realizádos para. ~btene,r- mu~~·n~~s en la actividad de GOGAT y 

posteriormente la obtención del gen por complementación de la 

actividad en dichas cepas, suponian la presencia de dos 

subunidades de la enzima, y por lo tanto, la existencia de dos 

genes estructurales (Folch y cols., 1989). Los resultados 

obtenidos en el presente trabajo con respecto a la composición de 
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la enzima Y a su ·masa molecular :permiten· inferir qu"e .. eXiste _un 

gen estructu~~~: .:que. cod~··fi~B. p~ra uri :mOil6ffi0ra~· Cfe;:199· 'kDa~ que 

corre"sPOnd~ · ~\··~pio~¡~~~-~~~~ri~~\.·{-9-~·Ó :~"~~~;:6~-~"f~~~'·.~Y p~r tanto ·a un 
- ,_ _1; 

gen .de 6000 pa;,.~s de b~;é;:.:¡'.\c:;¡ · · , 1 '.• 

.·,· ... ::.;:'.:~.;---,,--~h~:.-·- ·-:~¡_,~:-,_~--~~~-:- /.(:<; ;~:<;- .:;: -.-

' L~~ s~lf:~~~~t.~~-:f~~~t~~-~iS~~~~¡°~ .~'.'i~ ~~~s. sustrat~s son 
· coniparableii ~!·l~s;q~~··s~·han:se!lalado para.J.as enzimas· NADH-GOGAT 

::~:;~:ttUJ~f:f~~t~¡j~~~~,~~ª·v::::~d:::::ni·~>:~n;~::· .. :~e:~ 
::::~::::~if~;¡)&~~¡~~f ::~ m;: •r:::::~:::ó:,~r.:a 1:ri::~u~:~~:~;i:l.~:: 

'.'.f ~·~f~~~·~:E::=:º:E~S:~~I~::·~±:=~::::;:; 
:~· .. ·.::· .· .. ·::._\:)'.. 

:~:/::~:.<.:. 
- "-,~: .': ·.- . 

Los. resultados al .usar .inh~J:ild_o!es'.,ªe 'fa acti iridad de GOGAT 

están de acuerdo con los · se¿~lad6~)'.~~;:¿ :i'~ ~'~AoH-GOGAT de alfalfa 
y la NADPH-GOGAT de E. coÚ '(Mi~~~~(t' ~¿dtman, l972; Anderson y 

. ·-· .:;.,: ... ,: 
cols., · 1989} . La azaseriria, ·~~¡-:-'-~~.E:.P?'.;t,~,~~ibidor no-competitivo de 

enzimas amidotransferasaS~ · ·:¡~i~I~~~?~?~Pi~tamente la actividad de 

la GOGAT de levadura cuando :se<·, ·Utiliza en concentraciones 

equivalentes a las de glutamina. Todas las demás sustancias 

empleadas inhibieron la actividad de GOGAT a altas 
concentraciones con respecto a la concentración de 2-

oxoglutarato. Se puede concluir que estas sustancias no son 
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inhibidores de la actividad de GOGAT a concentraciones 

fisiológicas. 

,., :. :·-' ' 

La masa :.'.~~:)le~Ula.~. "de ~~·.;·a:·_:·~i:.~f~~i:i~. en .~Ü e-~-~-~-c;-4,;::~a·~-~~o '., se 

determinó·· por ·· iüfra'.cÜ6n i~~. :c;¡éJ.:: • É:~~a 't.-éb~í.';i;~epá";a ~á· la~ 
'·; .; ~ ' "'. ,. . ..· ', -.'- _: - : .... _\'.·': •:,·: .'.:;·· ,--~. -.. 

proteinas por. sü>fa~~·(·~°'~.e~ul~~ r :~¿'?~s~(:~f:~~~:'.1(~i'.':~n~~a ;de·.·. 
Sefa~-~il > ~~-~,g~~- ·S~/-~ti~~~-ª---~e~ ~-sPe_c_i_a_~::· .. p?f.ra.;¿sep~·rar.:'.:'.~~Oté~n?ls::·:de-
forma • 910.bu~;i. i.;S:~~~ ;~i~ciiar~ ~~~re• 1Ó ~;;&º,~!;~~'t{~~~h·;m:t~¿~~º~ 
de masa,~olécul~rémás,a~to;queseemp~e6~a:ra·calibrar'cla;resiría 

Y%_~e~.?an~ '.-"~a1 
marcado; •(¡~'·''669 

~~uc¡6n.\/~:~'.;~ : i~~~ ," .. Pr~·~eirias 

·e~• ~l res~ü:.~ci6~:: •·La 

li~eal.de·0.98 lo que indica 

qUe .éii. 'comp'ci'rtaiilfeiit'o·!:'de.";léelución de las proteinas · en función 

tle_;: _,~-~::::."~~~-~~¿;~*~~Íi~'ru:1r¡;.:: -~~-" ~~.·.:;,·- 'co~~-i·~·ten.Í:.e. se aplicó, en la misma 
., .• "':.>-\!_;\',~·-~,;-"· - ', ·r; .. , ' 

coiti;n~a;:~;"-J~-~~\~~~~'t'i;~ .. ·~~, la ··enzima GOGAT de E. coli purificada a 

. homo,~-~~~{J~:d->·_~-·- se ·encontró un valor de masa molecular muy 

ap'ro:Kimado .·al valor de masa molecular estimado por la secuencia 

de aminoácidos de la proteina. Este último resultado demuestra 

que la resina es capaz de discernir entre la masa molecular de 

850 kDa de la GOGAT de E. coli y la masa molecular de 669 kDa del 

marcador. La masa determinada para la GOGAT de levadura 

corresponde exactamente a un trirnero; no es un valor cercano al 
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dime~o ni al tetrámero .. :Si el valor-.dete'.r.m~~,a."d~· "por este ·método 

es inc~ri:_ectO; ~.~· .·PO~ri.-a:_:::·d~ber·s~ .··a_-:-: qu0 · ~~-,}.· f~~~ª-~::.~o_l~cul_ar de la. 

~~~~'~;~~ii~t1~~fur~~~i~~{;fit~?~1~~·~~~;~;;~ 
con masas niolecuiares,máyores• .CP•~j, ·i:ói;'c01!9·ad·i<o'aí'~';:ni~i:>6~ 

:::::::em::t~e~~~::::~~::~::~in::a .· :::::ºª .. ~i1eLJ:rit~~'.~:;i~:::: 
::::::::::,. ,;::··:::::::::: ::.:.:~ .'ºMi,;~~t~Ai{~i::;~: 
repqrtados . por Roen y cols. ( 1974) sobre .:la :puri~l:caCHin;:pai::Cial. 

::i::za:ndzoimaco:::::s ª ::rt;:lt:ac~:n ce:: xJ~J~.~~l;k~~~.ttte~~t1:: 
oligoméricas de la enzima de. mayor· mas.~:}',~f}~ft7it:~$~.j~~:°,~:~y~enta 
la concentración ~e. pr~teina eri · ia ·columna .~--:Este·~, resultado '.aPo.ya 

a lo obtenido con ia ~rizima iiúra ~ntr~if~~l~~f!~~~~~~~b;·;~'.~;:\ 

:::~.::·::;~::·~:~·r:!!'.::If t~l1,~f f 1~f J,?·::: 
cambios pequeños en la distancia' !éc~r~iCi(:'cp~fespónden a cambios 
grandes en el masa . mo~.eCu~~~/-~.~·.?'~(·~~~~,~.~-jr:¿;_·z~·ri~···.~-~- ··emplearon geles 

de bajo porcentaje· de .aciü~mida'·· (6%). Los coeficientes de 
correlación para ias ·''regr'esio~es · ·: -~ineales de las curvas de 

calibración de los geles son de O. 98 · por lo que también podemos 
confiar en este resultado. Para conocer la masa molecular del 
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rnon6rnero en su foi'ma nativa·- se,_ puéd~ .. util~zai: una columna de 

filtración - en: gel:· .y .di-~t:i~~·a·s· concentrac_io,r;ie_s :d~ enzini~': ·a;_ .. ~en_or 
concentracióri ~ ~e~-'~r~t~-~~-~--:~:'.e'l-;.~:g~~4.~ ::-~e '.--~.s~~-~-~~~-~:~/ e-~-L~-~~i;~r :,_y. P"or 

if ~2\'.,~t;~i.t,l~~r~¡.~:_'•.·¡·:.:.·.~.:.·.;··.,····,·.1.·.;.,_~.: ... :•.·.·•·.·.~.•,,;_······.[,,··.·.¡_ .. f ... i.·.\.·r .. •·:··.t.·.!.: ... ;.:•·.;··.·~ .. :., .•. · ... ·• .. :.~:• .. ·.:··.~·¡·•~.¡2i 
. '.';'?: '"•.'f\',:;·.<~f-'>fC' ~-~;tl_;'~·~::rt{ . -~ ' ".. .. . 

cuando. se- determinen_ 1-os '_datos·,~ e::~ra:::::,s0CUe·n:·c1a-.:'Cie ·.1a , proteina. 

:::I~;;:1~~~~~!f J~tl~~;;f 2:~.~'.··: ·::: 
ocurre cuando·:·;se'~:~uti· zan·?ros.~{"anticuerpos contra la GOGAT de E. 

:"' .. :<·:;'\:>);~;;~i}(:.;t·~~1~r~<~~;~;;~(~·:~~ :::\~~{;.:),::··"·,-_,. ·- · 
col.i: ':F de_ l«;!Y:ª~lJ:r,a~.':'·};::u_n~;;'.,Y.:.-'qtro.~no \Sofl:\c~p_aces de reconocer a la 

.. · •. -- ,: ••. t--:- ~-:r·-~;::1·;r~·;.-;:;.:r:ó':\!{~·~·-.-.-- .: :_ ·;-~ ·"-"·:>:'. ·: ~ .. - . : 
otra e~_z1:.~~)~~~'.'.:.~~~P?·~º.;\" .. ~-~~:·.'..'~~~cc:i:6~- c.ruzada entre el anticuerpo 

::::::~~is~:r~ij~~~)~I#}::•::n~:c:::::sª :::ª e::e:ie;::::ª~ª::t:: 
protein·a· . 'Coiíú:''¡i (.la<: cual fueron elaborados. Posiblemente la 

--·:·: •. :.; .. ;:· 
estructura <:d9f':_ es·tado- ··desnaturalizado_ de cada enzima sea muy 

diferente,<-~.: -~~-~st.~a· distintos epi topes antigénicos. Se obtiene 

rea_~".~-~~ ~i~z~d-a cuando se empléa el. ~añh"i.Cu.erpo para la GOGAT de 

la CePa CN36 ·cte levadura contra extractos· de levadura para 

panificación es decir, contra proteinas de un organismo de la 

misma especie. 
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El presente trabajo describe la purificación y 

caracterización bioquimica de una enzima GOGAT de levadura que no 

ha sido reportada previamente en la literatura. Esta enzima es 

diferente a la purificada por Masters y Meister (1982). _tanto. en· 

la masa mole~~lar. ·del rnon~~ero~ com.o en la , éOn\~¿~i~CÍÓri·.~:.··~~,l 

oligómero, y .~ as~ineja a :ia ·il~zima GClGAT_d~ n6é:tú10s'd/i;~aiitas y 

a la del hongo ;~:u;ó;;~;~ 'éiB:i~a:A'Ei-,"~~¿~~f~i~6dú;~:í!{{6t~~p6s-

~~~~~:::}i:.±f:if 1~~~f ~~l~f~Jl~~,~~!~r: 
El análisis reall~ado durante,.cada:'paso\ · .. · ... ~ificadón .· 

f:~'.~f ~~~~~f ¡¡;¡ f ft~~\tf if~tq~~j~"~ 
Los·· ·résuitados obtenidos en é'i::,--pre·sente·'.~\{~~,b~jo permiten 

infer·f~_:·~~- ~n:·s . . ce~evisiae· existe'.·:·¿-~-<~'~f~.· ;~~~ri·~ estructural de 

GOGAT que tiene aproximadamente 6000 pares 'de b_ases. Asi mismo 

servirán de base para estudiar el papel fisiológico de GOGAT en 

levadura. 
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VII. PERSPECTIVAS 

Los estudios detallados sobre 1a·:. estructura ·.y función de la 

enzima GOGAT de levadura .sé difi~ultan po:r · ei · tamai'lo de la 
enzima y por la poca c~n~~~~~::~d~>-~r~~~-i~~:-~'0'.<.P~~de purifi~arse. 
De esta manera, la clonáéiÓn:·;.y. (;fi.tencil6n''d.e :fa seéuencia del gen 
que codifica para ].~'·~~~~~t,·:fg~t~l~~~~Sff:~~~w.-~s esencial tanto 
para estudiar· la .-secuencia,;fcompl'eta;;,.;.de.1

• ~~~#~~~idos, como para 
.,· .: -~){; --.:~'.'.·:e~:.?~.}_;;~¡·_~:/.'t:,>--~·:(:·::.':'. .~<.:: 

sobreexpresar ·.este_ comPlE!jo:_~.:eriziril~átic'a·. "' 
, - -~:.:_:;¡:¿-~:~:; ~u:;· ... :~·t:::~~( .. ".. ,, 

Una vez obter~~iK~1;~iti~K~~~;u~~ur~l completo se le puede 
sobreexpresar par~::_---~~~~if~~ª~%·i:~~U:fi~i~nt8· cantidad de proteina y 

~~::::ª: :ª::m:::.;:~jf{Ji~\~ilieJr:;~sref::::r s::s 1:a:::s::::: :: 
masa mole.Ci..iia'l:-'· 'd~.~~:;-:·:'ijí?rló_ñiki~-::;':·.~¡:: 'ei olig6mero, determinar si el 

monómero es activo , y si la enzima presenta distinto 

comportamiento en función de la presencia de iones Cl-, asi como 

buscar posibles moduladores de la actividad. 

Utilizando un fragmento del gen estructural de GOGAT se 

podrá llevar a cabo la interrupción de dicho gen en distintas 

cepas de levadura, lo cual permitirá estudiar el papel 

fisiológico de la enzima bajo diferentes condiciones de cultivo. 
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APENDICE 

GENERALIDADES SOBRE CROllATOGRAFIA EN COLUMNA 

La cromatografia en columna es un método para separar 

moléculas. Con este fin se utiliza una columna que se prepara con 

un material que absorve las moléculas selectivamente, de acuerdo 

a las diferencias que existen .en· su estructura quimica. La mezcla 

de moléculas -se _co.loca.·en ¡~_. pari~ :".S~p~,~-~.:ar:-::~e· ·la _columna y se 

lava~ lentament;e, ~ · tr.a:vé~· ',de ia·:~,'·c~i~~-~·., _ :, .. 60il:_-~~l amor:~iguador 

::::';O;::;::~:=::t!:::~\~~~l{~'fti~f z~:~:: : 
no se absorven .. o. que.se; absorven· débilmente< son las qtie··eluyen 

,, :_··.;. _:.: .·.·:.;·_~:: :- .:_.· .'>.<: ::: :_~·::~-,~:. ·,. ;'.::;:<, -~;.{'~~{:·-:::::{y~t;(::~~!'.{i~'.~\:i~'{:~~~-~:\:f)::;-:~:: .c,:D_:: •./'» .· · 
pr,;me~o. ,,. Aquellas· .. :qúe- :-~_e,.-:.ab~or1~~-:i~·:~~~~~~~~·~t.e '~'.·~ll:lye~ ,. ·después. 

Algunas veces·, ~s ne~~·s·~i¡~:. · ~~:6~~·{~·~_'~g~~-~~k~{ .:·~!~fu~c;·~i~ión del 

· . amortiguadOr p~ra,. r.~rnoye_r l~s · -~01e"CU1á.s; _·que~·están»:rritts~:· fuertemente 
.- " "·o .. - -'-- .. 

un:Í.das.:.El. material- de la columna y el método: de -elución .dependen 

del tipo de.separación deseado. 

Cromatografia de intercambio i6nico. 

Este método se usa para separar moléculas sobre la base de 

su carga eléctrica. Se emplean resinas de intercalnbio iónico, que 

pueden ser poliani6nicas o policatiónicas. Las de intercambio 

aniónico utilizan el grupo dietilaminoetil+ (DEAE), que confiere 

a la resina una carga positiva. Las de intercambio catiónico 
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utilizan carboximetil - y sulfoetil - . Estos ,. grupos i6nicos 

funcionales se adhieren a distintas -matr¡c~s ._:e~~?·. ~~·~~.~!:1 ... Ser I:a 

celulosa, el dextrán y la agarosa. La DEAE:..Séfaros'á) y, ·e1 DEAE

BioGel A están fabricados en matrices de :ªg.arosa :-~, 

Cromatografia de hidrofobicidad. 

Los geles que se utilizan 
, <::L: '.. :>:¡~:·_: ~:. '-- .. 

tién~~ ' grupos alquilo 
·';- ,\".;;';:, 

amino alquilo que permiten la interacciórÍ ',:¡{{élr~fÓbi~i', corÍ ' las 

proteinas. Las columnas se trabajan' :: J:ia·j'o'. ; btiiictÍci~~es que 
,., .:, ">.::1 ~.; i . ";\: "' ,;: . 

favorecen esta interacciones .hidr?f·6~1:c~S;/_~~~,~·-:es :·~¡ \.~t'iii-zar un 

amortiguador con sulfato de amo.ni o.":: P_~-r~:.- el_Ui~: -i'a muestra, la 

fuerza iónica del amortiguador ·se·· va:. di:snlih~yEmdo y se puede 

adicionar etilenglicol·para eluir prOteirias que están fuertemente 

adheridas a la columna. Una de las resinas (¡ue se emplean es la 

fenil-Sefarosa. 

Cromatografia de afinidad. 

Muchas proteinas muestran una fuerte interacción con otras 

moléculas, por ejemplo con análogos de sus substratos o con 

cofactores. Estas moléculas unidas covalentemente a una matriz de 

material inerte, permiten atrapar a la proteina deseada. Todas 

las. proteinas que no se unen a este subtrato pasan a través de la 

columna. La proteina capturada puede eluirse usando en el 

amortiguador las moléculas libres, o bien otro agente que rompa 

las interacciones entre las moléculas de la resina y la proteina 

en cuestión. 
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Las resinas de Agarosa roja y de - Sefarosa azul tienen 

covalentemente unidos grupos que tiene afinidad por enzimas que 

requieren NAO+ y NADP+. 

Filtraci6n en gel. 

Este método es conveniente ·para .. sepcirar, macrómOléculas de 

diferente tamaño. La poiOsidá:d: ~f~1 .. g-é.i. ~-~ eSco.g8 de.· m~nera·_ que 

las moléculas más pequeñas de .i,¡-;·;.ezcla· "puedan penet~ar po_r las 

particulas del gel y las . má's grandes· pasen en la fase liquida 

fuera de las particura·s-rd~f\;·~:~'~;.·_·'~-- m~~ida···-que la muestra pasa por 

la columna, ·las n\~lé·¿;:Jt~J·>:~á~Xgra~d~s se mueven más· rápido y las 
- ... ,,·;._1:····•¡, ,., - ... -

pequeñas más · 1~nta·.)::L'a\;·c:~"i,-~~~:_ ~~--_:Puede-. calibrar con marcadores 
·u' •'~·.· 

de masa moiecular ~~~~~·M~l'.:~~~ºr,)anto, p~rmite obtener el valor 

de masa molecular· de ·.1a:,proteina. de. interés. 
:·: , ._ -!:' ~;, ,'.'. '$.,'.' < • 

La resina. sefacr:i.i'is"C:300 .es'."iina matriz rigida y estable de 
-:,·-¡ .. -· .. 

de><trán-bisacrila~i.dá:;".:'que ::s;. útÜÚa para trabajar con proteinas 

globulares que Úeneri.·e~ti:e 10 y 1 ooo. koa. 
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