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Resumen 

El presente trabajo demuestra que la levadura Kluyveromyces lactis utiliza 

las dos vias previamente descritas para la asimilación del amonlo y la 

síntesis de glutámico: la enzima glutamato deshidrogenase dependiente 

de NADPH I (GDH-NADPH), y la glutamino sintetasa (GS) acoplada con la 

glutamato sintasa dependiente de NADH (GOGAT-NADH). 

La purificación de la enzima GOGAT de K, lactis MD 2/1 nos dice que es 

un polipéptido de alto peso molecular (200 KDa). El análisis por 

inmunorréplicas tipo Western llevado a cabo con el anticuerpo contra la 

GOGAT de Saccharomyces cerevisiae mostró reacción cruzada con la 

GOGAT de K. lactis, Por otro lado este anticuerpo no reconoce la 

GOGAT-NADPH de Escherichia col!. El análisis del RNA y DNA totales de K. 

lactis, utilizando como sonda un fragmento EcoR 1 -EcoR1 de 4.3 Kb del 

gen GOGAT de S, cerevlsiae, dió una señal positiva de hibridación. El 

tamaño del RNA-mensajero se encontro alrededor de 7-8 Kb, que 

corresponde al tamaño esperado para una proteína de 200 KDa. 

La actividad obtenida de GDH-NADPH en K, lactis MD 2/1 es cinco veces 

menor a la reportada en S, cerevisiae. Una mutante totalmente carente 

de actividad GDH-NADPH se obtuvó por transformación de la cepa MD 

2/1 uraA con un vector linearizado e integrativo de levadura que 

contiene el fragmento de 390 pb del gen estructural GDH-NADPH, Esta 

mutante crece en amonio con el mismo tiempo de duplicación que la 

cepa silvestre, lo cual sugiere que en K. lactis la ruta GS-GOGAT tiene el 



papel principal en la síntesis de glutámico. El análisis por Southern reveló 

que el gen de GDH•NADPH se encuentra en el cromosoma VI de esta 

levadura. 
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1 Introducción 

1.1 Biología de la levadura Kluyverornyces lactis: 

La levadura Kluyverornyces lactis es un ascornyceto que se encuentra 

taxonómicamente ubicado en la familia de los Saccharornyceteae junto 

con Saccharomyces, Pichia y Schizosaccharomyces, los cuales se 

caracterizan por tener esporas (redondas) dentro de un asco. Esto 

implica que pueden reproducirse sexualmente, pero además se pueden 

reproducir asexualmente por gemación y sólo algunos por fisión, 

K. lactis es una cepa comunmento heterotálica. La complementariedad 

de los tipos de apareamiento se designan a y u . 

El ciclo de vida de esta levadura es esencialmente similar al de S. 

cerevisiae, sin embargo su fase diploide es transitoria. El cultivo de células 

diploides tiende a esporular espontáneamente razón por la cual esta 

levadura es muy útil en experimentos de genética. 

La forma de K. lactis va de esférica a oval y algunas veces es más 

pequeña que S. cerevislae. Su hábitat es diverso, pero muchas de ellas 

se han aislado a partir de productos derivados de la lecho. 

K. lactis es esencialmente aerobio y bajo estas condiciones fermenta 

glucosa y produce etanol, pero el sistema respiratorio funciona 

principalmente para su fase de crecimiento. 

Aparentemente la biogénesis del sistema respiratorio en esta levadura no 

es sensible a represión por glucosa. Este fenómeno ha sido descrito para 

muchas especies petite-negativas que generalmente se proponen como 
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aerobios obligados. De esta manera, a K. lactis se le conoce como una 

petite-negativa (Weselowski,Brounig y Fukuhara), 
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1.2 Asimilación del nitrógeno. 

En todos los sistemas biológicos la asimilación de nitrógeno tiene como 

consecuencia lo síntesis de macromoléculas esenciales para el 

crecimiento, razón por la cual estas rutas del metabolismo nitrogenado 

pueden dividirse en : 

1) Las rutas de asimilación necesarias para la utilización del 

nitrógeno a partir de compuestos disponibles en el medio. 

2) Las rutas biosintéticas que llevan a la formación de compuestos 

que contienen nitrógeno en la célula. 

Los pasos específicos en estas rutas varían con el organismo y para 

algunas fuentes de nitrógeno, pero virtualmente en todas las células el 

glutámico y la glutamina son los principales donadores de nitrógeno 

(Tyter,B. 1978; Magasanik,B. 1992). 

En bacterias y probablemente en levaduras aproximadamente el 88% de 

todo el nitrógeno celular se deriva del grupo amino del glutámico y un 

12% del grupo amido de la glutamina (Miller y Stadmon 1972). 

El glutámico es el donador primario de grupos amino en los aminoácidos, 

mientras que el grupo amido de la glutamina es el donador directo de 

nitrógeno para ciertos pasos en la biosíntesis de algunos aminoácidos, 

purinas, pirimidinas y otros compuestos relacionados. 

De todo esto, la pregunta inmediata es: ¿Como es Incorporado el 

nitrógeno para sintetizar glutámico y glutamina 



Los organismos que no pueden fijar el nitrógeno atmosférico, como lo 

hacen algunas bacterias y algas azul-verdes, lo obtienen en forma 

combinada como amonio, nilritos, nitratos y compuestos más complejos 

como son los aminoácidos. 

El amonio se ha utilizado mucho como fuente única de nitrógeno en 

medios de crecimiento para levaduras, bacterias y plantas, donde estas 

descritas las vías de su asimilación. 

La entrada de amonio a la célula se facilita por permeasas (pueden ser 

dos o tres dependiendo del microorganismo) 	de alta afinidad 

(Km=0.25mM) y de baja afinidad pero de alta capacidad por amonio 

(Vmax=50 nmol/min/mg de proteína)(Magasanik,B.1992). 

Ya en el interior celular el amonio puede seguir dos rutas principales para 

la biosíntesis de glutámico. En la primer ruta, la NADPH-glutamato 

deshidrogenasa (NADPH-GDH) catoliza la aminación reductiva del 2-

oxoglutarato para formar glutámico, por lo que su función sería la 

asimilación del amonio y la síntesis de glutámico (Holzer y Schneider 

1957). La existencia de una ruta alternativa para la biosíntesis de este 

aminoácido, fue demostrada por Tempest y cols.(1970). En esta ruta el 

glutámico es aminado para formar giutamina por la glutamino sintetasa 

(GS) y el grupo amido es luego transferido reductivamente al 2-

oxoglutarato por la Glutomato Sintasa (GOGAT), resultando en la síntesis 

de dos moléculas de glutámico (Fig.1). Debido al reciclamiento del 

glutámico a esta ruta se le denominó GS-GOGAT. Las funciones 
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propuestas para estas enzimas son La GS sintetiza glutamina y asimila 

amonio, mientras que la GOGAT degrada glutamina y sintetiza 

glutárnica, 
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Fig 1.- Asimilación de amonio y síntesis de glutomico por la via GDH-NADPH y la via GS-
GOGAT, 
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1.3 Glutamlno SIntetasa (GS) 

La función de la enzima GS (producto del gen G1191) es catolizar la 

síntesis de glutamina que es un paso esencial para el crecimiento en un 

medio con glucosa y amonio como única fuente de carbono y 

nitrógeno. Cepas mutantes en esta vía requieren de glutamina 

suplementada en el medio de crecimiento. 

Estudios hechos en Ecoli y Salmonella typhimurium revelaron que la GS 

se reprime en presencia de glutamina, o bien por los productos finales del 

metabolismo de este aminoácido o por exceso de amonio. En estas 

condiciones la enzima se encuentra parcialmente adenilada y pierde la 

actividad de síntesis de glutamina; por otro lado cuando el amonlo es 

limitante, GS-no adenilada, conserva su actividad de transferasa y 

sintetasa: asimilar el amonio y sintetizar glutamina. Los valores más altos 

de actividad de GS se encuentran cuando la fuente de nitrógeno es el 

glutámico (Reltzer y Magasanik 1987). 

En S. cerevlsiae no se tiene el mismo mecanismo de adenilación pero se 

ha propuesto que la pérdida de actividad de sintetasa resulta en la 

modificación de grupos sulfhidrilos de la enzima (Kim y Rhee 1988). Sin 

embargo los niveles más altos de actividad de GS se encuentran cuando 

la fuente unica de nitrógeno es el glutámico o amonio, tal como sucede 

en bacterias. 

La GS purificada de E col! tiene un peso molecular de 600 KDa y esta 

formada por doce subunidades idénticas. Las subunidades se arreglan en 
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dos unidades hexagonales con un espacio entre ellas de 4.5 nm. Para su 

estabilidad requiere de Mg2+ o Mn2+. 

1.4 Glutamato Sintasa (GOGAT) 

La enzima GOGAT es una amidotransferasa que ha sido descrita en una 

gran variedad de bacterias (Nogatani 1971; Tempest 1973) en algunas 

levaduras (Roon y cols., 1974; Hummelt y Mora, 1980; Zwart y Harder, 1983; 

Barel y MacDonald, 1993; Cogoni y cols., 1995) y en plantas (Suzuki y 

Gadal, 1984; Lea y cols.,1990; Sakakibara y cols.,1991). 

De forma natural y a pesar de llevar a cabo la misma función, podemos 

encontrar tres distintas formas de la GOGAT: GOGAT-NADH, GOGAT-

NADPH y GOGAT-Ferredoxina. Además cada una de éstas difiere en 

masa molecular, forma oligomérica y el cofactor que utliza, 

La GOGAT-NADH de los nódulos de alfalfa y lupino está formada por una 

subunidad de masa molecular que no excede de 200 KDa; lo 

Interesante de la GOGAT de alfalfa es el presentar secuencias de 

aminoácidos que corresponden tanto a la subunidad pequeña como a 

la subunidad grande de la GOGAT-NADPH de bacterias. 

En bacterias la enzima GOGAT, al Igual que en plantas y levaduras es 

una flavoproteína fierro-azufre, constituida por un péptido de bajo poso 

molecular (57 KDa) y otro péptido de alto peso molecular (155 KDa). En 

Eco/1 la GOGAT tiene un peso molecular aproximado de 800 KDa 

Indicando una asociación en 4 dímeros (Miller y Stadman, 1972) y en 
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Klebsiella aerogenes se ha reportado como un unico dímero (Trotta y 

cols.,1974). 

Las GOGAT-NADH de levaduras, al igual que las de plantas y a diferencia 

de las GOGATs de procarióntes contienen un solo polipéptido. Masters y 

Meister en 1982 purificaron a homogeneidad la GOGAT-NADH de S. 

cerevisiae y obtuvieron un dírnero de 265 KDa que comprende una 

subunidad de 169 KDa y otra de 61 KDo; posteriormente en el laboratorio 

de la Dra. Alicia González Manjarrez, se purificó a homogeneidad la 

GOGAT-NADH de esta levadura y se demostró que es un solo polipéptido 

que se arregla como un trímero formado por monomeros de 

aproximadamente 200 KDa, es decir, masas moleculares muy semejantes 

a las enzimas GOGAT-NADH descritas para otros eucarióntes como 

Neurospora cross() y plantas (Cogoni y cols., 1995). 

En lo que se refiere a la regulación de esta enzima se conoce muy poco: 

en K. aerogenes, E. coll y S. cerevisiae se ha encontrado que la 

actividad específica de GOGAT se incrementa cuando el amonio en el 

medio de cultivo es limitante (< 1 mM): y en exceso de amonio el nivel de 

actividad disminuye. Lo mismo sucede cuando se proporciona glutámico 

como única fuente de nitrógeno: y niveles de actividad enzimalica 

intermedios se obtienen en presencia de glutamina (Tyler,B. 1978). 
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1.5 Glutamato doshldrogenasa (GDH-NADPH) 

Las GDH-NADPH de origen animal, vegetal y de hongos están 

generalmente compuestas de seis subunidades idénticas con un peso 

molecular entre 43 y 50 KDa. Su función es la biosíntesis de glutámico, a 

diferencia de las GDH-NAD•s tetraméricas cuya función es el catabolismo 

del mismo aminoácido (Mifiin y cols, 1980). 

Los niveles más altos de actividad de esta enzima se encuentran cuando 

la fuente de nitrógeno es el amonio en concentraciones mayores de 1 

mM por lo cual en condiciones de limitación de amonio la eficiencia de 

esta enzima para asimilarlo es baja, es decir la KM por el amonio en esta 

enzima es alta (>lmM) (Miller y Stadman, 1972; Mántsálá y Zalkin, 1976). La 

actividad de esta enzima también disminuye cuando la fuente de 

nitrógeno es el glutámico. 

En levaduras el nivel máximo do actividad específica de la GDH-NADPH 

es unas diez veces mayor que la actividad máxima encontrada para la 

GOGAT-NADH (Miller y Magasanik 1990). 

Estas enzimas GDH-NADPH son de las proteínas mejor conservadas 

estructuralmente, con una tasa evolutiva de aproximadamente 1.8 

mutaciones por cada 100 residuos en 108  años, es por tal razón que son 

una buena herramienta para estudios evolutivos (Benachenhou y cols., 

1993). 
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2 Antecedentes : 

La vía GS-GOGAT ha sido reportada en diferentes microorganismos (Roon 

y cols., 1974; Senior,1975; Hummelt y Mora, 1980; Bravo y Mora, 1988; 

Marqués y cols., 1992; Cogoni y cols. 1995) y en plantas superiores (Miflin y 

cols., 1980; Suzuki y Gadal,1984; Chen y Cullimore, 1988; Anderson y 

cols.,1989; Sakakibara y cols„1991; Hayakawa y cols.,1992). 

La presencia de dos rutas para la biosíntesis de glutámico (GS-GOGAT y 

GDH-NADPH) ha sido abierta a discusión con el fin de responder porqué 

existen estas dos vías que finalmente llevan a un mismo producto. En 

plantas, el ciclo GS-GOGAT constituye la principal ruta de asimilación de 

amonio (Miflin y cols.,1980). En K. aerogenes, GS-GOGAT funciona para 

asimilar amonio y sintetizar glutómico cuando la concentración de 

amonio es baja, mientras que la GDH toma este papel cuando las células 

están cultivadas en exceso de amonio (Tempesl y cols.,1970; Meers y 

cols.,1970). 

Las actividades de GOGAT y GDH en E. cocí están también presentes 

pero aún se desconocen sus funciones precisas (Senior, 1975). En esta 

bacteria se propuso que la pérdida de GOGAT resultaba en la 

incapacidad para usar una variedad de fuentes de nitrógeno (fenotipo 

Ntr-). Sin embargo Castaño y cols. (1992) probaron que la inducción de 

enzimas Ntr es Independiente de la actividad de GOGAT, aislando 

mutantes en GOGAT capaces de Inducir histidasa, Recientemente HellIng 

(1994) propuso que en E. culi, la biosíntesis de glutámlco podría proceder 
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a través de GDH-NADPH cuando la célula esta limitada de energía, 

mientras que la vía GS-GOGAT podría funcionar cuando la célula no está 

en limitación de energía (fuente de carbono). 

El papel de las vías GDH y GS-GOGAT se ha estudiado en algunas 

levaduras. En Neurospora crassa, se ha demostrado que la principal 

función de GOGAT es el reciclamiento de nitrógeno orgánico de la 

glutamine a glutámico y que ambas rutas están involucradas en la síntesis 

de glutámico tanto en exceso como en limitación de amonio (Lominitz y 

cols. 1987). 

El estudio de las actividades de estas dos vías de asimilación de amonio 

en cultivos continuos de Candida albicans y el aislamiento de auxótrofos 

de glutámico en Schizosaccharomyces pombe indicó que la ruta GS-

GOGAT es la principal vía para asimilar el amonio en estos levaduras 

(Holmes y cols.,1989; Barel y MacDonald,1993). Mutantes de S. cerevislae 

carentes de GDH-NADPH o de GOGAT también han sido obtenidas 

(Folch y cols.,1989; Miller y Magasanik, 1990; Cogoni y cols.,1995). Aquellas 

alteradas en GDH-NADPH muestran un tiempo de duplicación dos veces 

más alto que el de la cepa silvestre cuando se crecen en amonio como 

única fuente de nitrógeno (Folch y cols.,1989). La carencia de actividad 

de GOGAT no muestra ningún fenotipo cuando estas levaduras se 

crecen ya sea en alto o bajo amonio (Folch y cols.,1989). Así en S. 

cerevisiae a la GDH-NADPH se le ha asignado un papel en la síntesis de 
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glutámico, mientras que la participación de GOGAT ha permanecido 

Incierta. 
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3 Objetivos 

Objetivo General : 

Establecer como so lleva a cabo la asimilación del amonio y síntesis de 

glutámico en la levadura Kluyveromyces lactis mediante la vía GDH-

NADPH y la vía GS-GOGAT, 

Objetivos particulares : 

Determinar la presencia de las enzimas GDH-NADPH, GS y GOGAT 

Involucradas en la asimilación del arnonio y síntesis de glutámico en la 

levadura K. lactis, 

Obtención de mutantes carentes de actividad en GDH-NADPH con el fin 

de determinar su papel en la biosíntesis de glutámico, 

Localización cromosomal del gen GDH-NADPH en K. lactis. 

Obtener una fracción purificada de la enzima GOGAT de K. lactis para 

establecer su masa molecular y compararla con enzimas GOGAT de 

otros organismos (procarióntes y eucarióntes), 

Análisis de RNA y DNA totales de K. lactis utilizando una sonda 

heteróloga del gen estructural de GOGAT (GLTI) de S. cerevIsiaa 
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4 Materiales y Métodos: 

Condiciones de crecimiento. La cepa silvestre K. lactis MD 2/1 (MAT.,  

argA lysA uraA) y la cepa carente de actividad de GDH-NADPH (Al) se 

crecieron en medio mínimo (MM) que contiene sales, elementos traza y 

vitaminas según la fórmula de Base Nitrogenada de Levadura 

(Laboratorios Difco, Detroit,Mich.), Se útilizo glucosa al 2% (p/v) como 

única fuente de carbono y 38 mM do (NH4)2 SO4 fue utilizado como 

única fuente de nitrógeno. Los aminoácidos requeridos por auxotrofía se 

adicionaron a un 0.01% (p/v), 

El MM también se utilizó en los experimentos donde se varia la 

concentración de glucosa: 0.5%, 2%, 4% y 6%; y la concentración del 

(NH4)2S02 : 5 mM y 76 mM; o bien la fuente de nitrógeno : glutamine 7.3 

mM y glutámlco 7.3 mM. 

Las células se incubaron en agitación constante (250 rpm) y a 300C. El 

crecimiento de K. lactis se midió leyendo la densidad óptica a 600 nm en 

un espectrofotómetro LKB cada dos horas. 

Determinación de actividades enzimáticas de GS,GOGAT y GDH 

Los ensayos enzimáticos se llevaron a cabo en extractos celulares que se 

obtuvieron por rompimiento celular, resuspendiendo las células en fosfato 

de potasio 0.1 M pH 7.5, 1 mM EDTA y usando perlas de vidrio y Vórtex (6 

ciclos de 1 min). 
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La actividad de GOGAT se determinó por el método descrito por Roon y 

cols. (1974). La concentración de los sustratos en la mezcla de reacción 

son: 2-Oxoglutarato 5 mM, Glutamina 5 mM, NADH 0,16 mM disueltos en 

fosfato de potasio 0.1 M pH 7.0. Como control de actividad se utilizó 

Azaserina 5 mM que es un inhibidor competitivo de las amidotransferasas 

(Hummelt y Mora. 1980). La actividad específica so determinó como 

micromolas de NADH oxidado (340 nm) por minuto por miligramo de 

proteína. 

La actividad de GS se determinó por el método de Ferguson y Sims 

(1974). La concentración de los sustratos es la siguiente: ADP 0.75 mM, 

Glutamina 35 mM, Hidroxilamina 8.75 mM, Arsenato de sodio 17,5 mM y 

Cloruro de Manganeso 2.25 mM disuentos en amortiguador tris•acetatos 

50 mM, EDTA 0.5 mM pH 6.4. Esta reacción colorimetrica se midió a 500 

nm, 

La actividad de GDH-NADPH se determinó por el método de Doherty 

(1970). La concentración de los sustratos es: 2-oxoglutarato 3 mM, cloruro 

de amonio 50 mM, y NADPH 0.14 mM, disueltos en fosfato de potasio 0.1 

M pH 7.8. 

Por no contar con un inhibidor específico de esta enzima se utilizaron dos 

controles, uno de ellos sin 2-oxoglutarato y el otro sin cloruro de amonio. 

La actividad específica se determinó por las micromolas de NADPH 

oxidado (340 nm) por minuto por miligramo de proteína. 
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Purificación de GOGAT de K. lactis. 

Se utilizaron 12 litros de MM de K. lactis MD 2/1. Las células se colectaron 

en 0.5 de D.O. Jalaos a 600 nm y se almacenaron a -700C hasta usarse. 

Durante la purificación todos los pasos se llevaron a cabo a 400. 

Paso 1 : Extracto crudo.- Las células se descongelaron y se 

resuspendieron en 1 ml de amortiguador A (0.1 M fosfato de potasio (pH 

7.5), 1 mM EDTA, 1 mM D1T, 1 mM PMSF, 50 lig/mi TLCK, y 100 µg/ml TPCK) 

por gramo de levadura. El extracto crudo se obtuvo después de la 

ruptura mecánica de las células utilizando un Bead-Beater (10 ciclos de 1 

min) y centrifugación a 35,000 x g durante 30 min. 

Paso 2 : Precipitación con sulfato de amonio.- El extracto crudo so 

precipitó con una solución saturada de sulfato de amonio (pH 7.5). Las 

proteínas que precipitaron al 30 % de saturación, se eliminaron y el 

sobrenadarte se dializó exhaustivamente 4 veces (1 hora cada uno) 

contra dos litros de amortiguador A sin D1T y sin inhibidores de proteasas 

(amortiguador B). 

Paso 3 Cromatografía de afinidad.- La fracción dializada se aplicó 

directamente a una columna de Sefarosa Azul (23 x 2.8 cm) previamente 

equilibrada con amortiguador A que contiene 0.2 mM de 2-oxoglutarato 

y 5% de glicerol (Amortiguador C). Una vez aplicada la muestra, la 

columna se lavó con 20 volumenes de columna con amortiguador C y la 
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actividad de GOGAT se eluyó con amortiguador C que contenía 0.1 mM 

de NADH. Las fracciones con actividad de GOGAT se colectaron y se 

dializaron dos veces con amortiguador A (30 minutos cada una). La 

proteína obtenida se concentró por ultrafiltración utilizando un filtro 

Amicon YM-30 y se almacenó a -700C, en presencia de TLCK. 

Paso 4 : Cromatografía de intercambio íonico.- La fracción concentrada 

se aplicó a una columna de DEAE-Sefarosa (13 x 1.2 cm) previamente 

equilibrada con amortiguador C La columna se lavo con 10 volumenes 

de amortiguador C y la actividad de GOGAT so eluyó con un gradiente 

de KCI (0.0 a 0.5 M) en amortiguador C. Las fracciones obtenidas se 

dializaron tres veces con amortiguador A (1 hora cada una). La proteína 

se concentró y se trató igual que en el paso anterior. 

Determinación de la masa molecular. La masa molecular aparente de la 

subunidad, se determinó por electroforesis en geles desnaturalizantes de 

pollacrilamida al 6% (SDS-PAGE) (Schágger y cols.,1986) en presencia de 

estándares de masa molecular de Sigma Chemical Co.; miosina, 205 

KDa; B-galactosidasa, 116 KDa; fosforilasa-B, 97.4 KDa; albúmina bovina, 

66 KDa; albúmina de huevo, 45 KDa y anhidrasa carbónica, 29 KDa. Los 

geles se fijaron y se tiñeron con azul de Coomasie. 

Inmunorréplicas tipo Western. Las proteínas se transfirieron de geles SDS-

PAGE a membranas de nitrocelulosa y se llevó a acabo el análisis con 

anticuerpos como lo describieron González-Halphen y cols. (1988). El 
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anticuerpo contra la GOGAT de S. cerevisiae obtenido por Cogoni y cols. 

(1995) se diluyó 1:50,000. Para observar la inmunoreacción se utilizó un 

segundo anticuerpo anti-IgG de conejo, que está conjugado con 

fosfatasa alkalina. 

Análisis por Northern (RNA). El RNA de la levadura se preparó según el 

método de Struhl y Davis (1981) a partir de 50 ml de cultivo crecido 

durante toda la noche en MM. El análisis por Northern se llevó a cabo 

según como lo describieron González y cols. (1992). El fragmento EcoR I - 

EcoR1 de 4.3 Kb del gene de la GOGAT de S, cerevisiae obtenido por 

Cogoni y cols.(1995) se utilizó como sonda. Esta sondo se marcó 

radiactivamente con adCTP32. La prehibridación y la hibridación se 

llevaron a cabo a 6500 durante 45 min y 450C por 24 hrs, 

respectivamente. Los filtros se lavaron dos veces con SSC 2x SDS 0.1x a 

450C por 35 min. 

Análisis por Southern (DNA). El análisis por Southern se llevó a cabo corno 

lo describió Nasmyth y Reed (1980). El DNA total de la levadura se 

preparó partiendo de 50 ml de cultivo en MM, crecidos toda la noche. 

Para este análisis se uso la misma sonda (4.3 Kb) y las mismas condiciones 

de tratamiento que se describieron anteriormente para el análisis de RNA. 

El fragmento, producto de PCR, de 390 pares de bases (pb) del gen de la 

GDH-NADPH de K. lactis se utilizó como sonda para poder observar la 

interrupción del mismo gen en la cepa mutante. Las condiciones de 
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tratamiento del filtro fueron para condiciones homólogas tal como lo 

describe González y cols.(1992). 

Construcción de oligonucleótidos y amplificación por PCR del DNA 

genómico de K. lactis. Dos pares de desoxioligonucleótidos se diseñaron 

con base en la secuencia de aminoácidos de la GDH-NADPH de S. 

cerevisiae (Nagasu y Hall,1985) y el uso de codones de K. lactis (Lloyd y 

Sharp,1993). 

El desoxioligonucleótido F2: TT(G+A) GA(G+A) CA(A+G) AT(C+1) GT(C+T) 

AA(C+1) GA(G+A) TA(C+T) TC se diseñó a partir de la secuencia peptidica 

LEQIVNEYS localizada en la posición 277 a 285. El desoxioligonucleótido 

R2: CAT (A+G)AT (T+C)CT (T+C)1T (C+T)AA (C+T)TC (T+C)TG (G+A)TC se 

diseñó a partir de la secuencia peptidica DQELKRIM localizada en la 

posición 400 a 407. 

El DNA total de K. lactis se usó como templado para la amplificación 

mediante PCR. Esta se efectuó en un Coy TempCycler II con el siguiente 

programa: un ciclo desnaturalizante por 10 min a 940C, seguido por 50 

ciclos desnaturalizantes cada uno de 30 seg a 940C , más 45 seg de 

alineamiento a 4500 y dos min de extensión a 720C: y finalmente 10 min 

de extensión a 720C. El producto de PCR de 390 pb que se obtuvo del 

primer F2-R2, fue purificado en gel y se ligó al vector pCRIITM 

(Invitrogene). Esta subclona se secuenció por extensión de primer 

utilizando el método de sequenasa V,2 (USB). 
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Separación cromosoma!: Los cromosomas de la cepa WM37 (NRRL Y-

1140) se separaron por electroforesis de Campo Electrice Homogéneo 

Contour Clamped (CHEF) como lo describen Miranda y cols, (1995). Los 

cromosomas separados en el gel de agarosa se expusieron a longitudes 

de onda corta de luz ultravioleta por 5 min para romper el DNA, que se 

desnaturalizó, neutralizó y transfirió a membranas do nylon como lo 

describen Sambrook y cols, (1989). El fragmento producto de PCR se usó 

como sonda sobre los cromosomas transferidos. El fragmento se marcó 

radiactivament e con adCTP32. 

Determinación de proteínas. La cuantificación do proteínas se hizo por el 

método descrito por Lowry y cols, (1950). 

Para cuantificar la proteína que se obtuvo en el último paso de 

purificación se utilizó el método de Bradford,M (1976). 

En ambos casos se utilizó albúmina sérica bovina para obtener la curva 

patrón. 
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5 Resultados: 

Debido a que en la literatura no existe ninguna descripción acerca de 

cómo la levadura K. lactis incorpora su nitrógeno consideramos 

Interesante el saber si lo podría asimilar proporcionándole amonio 

(NH4)2SO4 a distintas concentraciones (5 mM, 38 mM y 76 mM), con lo 

cual se buscaba encontrar la condición mínima y máxima de 

crecimiento. Por otro lado sabiamos que esta levadura, a diferencia de S. 

cerevisiae, tiene un metabolismo estrictamente aerobio, por lo cual se 

adicionaron al medio mínimo de crecimiento, distintas concentraciones 

de la fuente de carbono (glucosa al 0.5%, 2%, 4% y 6%). Estas curvas de 

crecimiento se observan en la Fig. 2, y se comparan con el crecimiento 

máximo que tiene esta levadura en un medio rico (YPD). 

Con estos resultados el siguiente paso fue determinar cuales eran las vías 

Involucradas en la asimilación de amonio en K. /actis. Como ya se 

mencionó anteriormente algunos hongos, plantas superiores y bacterias 

presentan dos rutas de asimilación de amonio y síntesis de glutámico: la 

vía GDH-NADPH y la vía GS-GOGAT, por lo cual se determinó si estas vías 

las presentaba dicha levadura; considerando los distintos cofactores que 

pudieran requerir las enzimas. Dichas actividades específicas se muestran 

en la Tabla I y se comparan con aquellas reportadas para S. corevlsiae. 
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Fig 2.- Curvos de crecimiento de la cepa silvestre K. lactis MD 2/1. En el panel A se 
observa el crecimiento en MM + 38 mM de amonio, y con el porcentaje de glucosa 
Indicado : (0) 0.5 %, (V) 2 %, TO 4 % y (X) 6 %. En el panel B se observa el crecimiento en 
MM + 2 % de glucosa y la concentración de amonio indicado: (•) 5 mM, (0) 38 mM y 
(4) 76 mM. En el panel C se observa el crecimiento de esta levadura en un medio rico 
(YPD). 

Tabla I .- Valores de actividad específica (itmol/min/mg), de las enzimas Involucradas 
en asimilar amonio. Las cepas se crecieron en medio mínimo utilizando omonio como 
única fuente de nitrógeno. Se considero el distinto cofactor enzimatico. 

CEPA GOGAT-NADH GOGAT-NADPH GDH•NADPH GS 

S. cerevisiae 0.022 0.0 0.80 0.10 

K. bolis 0.025 0.0 0.14 0.09 
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Nuestros resultados mostraron que K. lactis presentaba las dos vías de 

asimilación de amonio y síntesis de glutámico, nos interesó estudiarlas y 

determinar su importancia. Para ello utilizamos dos estrategias, dada la 

experiencia en nuestro laboratorio; por un lado purificarnos la GOGAT-

NADH de K. lactis y por otro lado, obtuvimos mutantes totalmente 

carentes de actividad GDH-NADPH y las caracterizamos. 

Purificación de la GOGAT-NADH de K. lactis MD 2/1 : 

La GOGAT do K. lactis se purificó a partir de 13 gramos de células 

obtenidas a una D.O. de 0.5. Partiendo del extracto crudo con una 

actividad específica de 0.024 pirnol/min/mg de proteína, la cual se 

Incrementó 80 veces (2 Knol/min/mg de proteina) al salir de la 

cromatografía de afinidad, obteniendo una recuperación de la proteína 

del 5.7%. Sin embargo, como se muestra en la Fig. 3, obtuvimos una 

fracción semipura de GOGAT al aplicar el sobrenadante de la 

precipitación con sulfato de amonio a la columna de Sefarosa Azul. 

Dado este resultado la proteína concentrada fue aplicada a una 

columna de DEAE-Sefarosa en la cual la actividad específica de GOGAT 

se incrementó 316 veces (7.6 iimol/min/mg de proteína), teniendo una 

recuperación del 0.24% (Tabla II). 
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Fig 3.- SDS-PAGE 6% que muestra las fracciones obtenidas para la purificación de la 
GOGAT-NADH de K. laca Carril 1, extracto crudo (504): carril 2, sobrenadonte de la 
precipitación con sulfato de amonio al 30% (504); carril 3, sefarosa azul (2.10g); carril 
4, DEAE-Sefarosa (0.8n) y en el carril 5 estan los marcadores de peso molecular 
descritos en los materiales y métodos ( eston Indicados por los flechas de la Izquierda). 
La flecha de la derecha Indican la banda de la GOGAT de K. lactis, 
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Tabla II.- Purificación de la enzima GOGAT•NADH de K. lactis, partiendo de 13 gramos 
de células crecidas en medio mínimo (2 % de glucosa y 38 mM de sulfato de amonio) y 
que se obtuvieron a una D.O. de 0.5 a 600 nm. 

Poso de Proteína Total Actividad Act. Rendimiento Factor de 
Purificación (mg) Total 

(Knol/rnin) 
específica 

iimolimin/mg 
(%) Purificación 

Extracto 
crudo 

374,7 9.01 0.024 100 1 

Precipitación 
ol 309 de 
sulfato de 
amonto. 

298.2 4.92 0.016 54.6 0.69 

Seforosa Azul 0.27 0.52 2 5.74 80 

DEAE- 0.003 0.022 7.6 0.24 316.25 
Sefarosa 
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Con esta última muestra de la GOGAT-NADH de K. lactis llevamos a cabo 

un análisis por inmunorréplicas tipo Western utilizando anticuerpos 

producidos contra la GOGAT de S. cerevisiae. Dichos anticuerpos 

reconocieron la enzima pura de K. lactis cuando lo diluimos 1:50 000 

(Fig.4). Estos resultados demuestran que la GOGAT de K. lactis está 

formada por un único polipéptido de un peso molecular aparente de 

200 KDa, estimado por SDS-PAGE utilizando los marcadores de peso 

molecular descritos en los Materiales y Métodos. 

Dado que los resultados del Western sugerían similitud entre las enzimas 

GOGAT de K. lactis y S. cerevisiae, decidimos realizar un análisis tipo 

Southern y Northern utilizando como sonda un fragmento interno del gen 

de GOGAT de S. cerevisiae de aproximadamente 4.3 Kb con extremos 

Eco R 1 -Eco R1 (Cogoni y cols. 1995). Utilizando condiciones no-

homólogas de hibridación y lavado del filtro observamos una señal de 

aproximadamente 4.3 Kb en DNA total de K. lactis digerido con Eco R1 

(Flg.5). Con la misma sonda y las mismas condiciones no-homólogas 

también observamos el RNA-mensajero de la GOGAT de K. lactis entre 7-

8 Kb, similar al de S. cerevisiae (Fig. 6). Estos resultados comprueban 

contundentemente los resultados obtenidos del Western que se trata de 

un solo polipéptido de alto peso molecular. 
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Flg 4.- Análisis de inmunorréplicas tipo Western usando el anticuerpo contra la enzima 
GOGAT-NADH de S. cerevisiae, En el carril 1 se observa la fracción purificada de la 
GOGAT de K. lactis, que corresponde a la DEAE-Sefarosa. En el carril 2 esta la GOGAT-
NADH purificada a homogeneidad de S. cerevisiae. El anticuerpo reconoce solo una 
banda, que corresponde a 200 KDa. 
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Fig 5.• DNA total de S. cerevislae (carril 1) y de K. laclis (carril 2) digeridos con Eco R1. 
Como sonda se uso el fragmento de 4 Kb del gen GLTI (GOGAT) de S. cereyislae 
marcado con adCTP32. La actiuldad específico de lo sonda fue de aproximadamente 
109  cpm/mg de DNA. 
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FIg 6.- RNA total de S. cerevisbe (carril 1) y de K. loctis (carril 2). Se colocaron 10 lig de 
RNA en cado carril. Como sonda se uso el fragmento de 4 Kb del gen GLTI de S. 
cerevislae, marcada con adCTP32, las flechas de la derecha Indican la migración de 
los RNAs ribosomoles 25S y 165 y el RNA-mensajero de la GOGAT. Los flechas de 
izquierda son los tamaños moleculares de una escalera de RNAs de 0.4 a 9,4 Kb (Gibco 
BRL). 
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Obtención de mutantes carentes de GDH-NADPH y su caracterización 

fisiológica. 

De acuerdo con los resultados reportados en la Tabla I observamos una 

considerable disminución en la actividad de GDH-NADP de K. lactis si la 

comparamos con la actividad de la misma enzima reportada en S. 

cerevisiae; sin embargo, os conveniente hacer notar que ambos 

levaduras crecen en amonio con el mismo tiempo de duplicación (2 hrs), 

lo cual sugiere que en K. lactis el crecimiento sobre amonio no está 

limitado por la capacidad de la levadura para asimilarlo a través de 

GDH-NADPH y que la asimilación normal de amonio en K. lactis podría 

depender de la ruta GS-GOGAT, Para poder analizar este punto se 

aislaron mutantes carentes de actividad GDH-NADPH. 

Considerando el alto grado de identidad do aminoácidos entre varias 

proteínas de S. cerevisiae y K. lactis (Hendriks, y cols. 1992) y el hecho de 

que el uso de codones es muy similar en estas dos levaduras (Lloyd y 

Sharp, 1993), se diseñaron dos pares de desoxinucleátidos como primers 

para amplificar un fragmento del gen de GDH-NADPH, sobre DNA total 

de K. lactis. 

De acuerdo con la secuencia de GDH-NADPH de S. cerevisiae (Moye y 

cols.,1985; Nagasu y Hall, 1985), y usando los primers F2-R2 se esperaba 

amplificar un fragmento de 390 pb. Este fragmento de 390 pb se 

subclonó en un vector pCRIITM y se secuenció en su longitud total. Como 

se observa en la Fig. 7, la secuencia de aminoácidos muestra un alto 
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grado de similitud (75% de similitud,67% de identidad) con la región 

correspondiente de la GDH-NADPH de S. cerevislae. 

Kluyveragyeerilactia (11) ' 	LEOIVORASÁPSGSSVEYIAGARPWVHVGKV 
11111 	1 	1 	11 	1 	11111111 	11 	11 

Saccharomyrea cereviaiso (Sc) 	LEQIVNEYSTrSENKVQYIAGARPWTHVQKV 307 

(11) 	DVALKATUNEVSGAEAEHLVSNGVHFVAEGSNMesTUEAI6VFEGXRLOTASTSAP 
1 	14111111111 	II 	11 	1111 	111111111 	III 	III 	I 	II 

(Sc) 	DIALPCATONEVSGEEAKALVAQGVVIAEGSNMGSTPEAIAVFETAR.STATGPSE 363 

(El) 	AVWYAPGKASNMGGVAVSGLEMAQNSARVSWTRETVDALWMPt 
1111 1 11 1 11111111111111 1 	11 1 11 1111 11 

(Sc) 	AVWYGPPKAANLGGVAVSGLEMAONSIMITWTSERVDQELKRIM 407 

Fig 7.- Alineamiento de la secuencia de aminoácidos del fragmento amplificado de 
PCR de GDH-NADPH de K. lacks comparado con la proteína GDH.NADPH de S. 
corevislae. 
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Para obtener las mutantes carentes de GDH-NADPH de K lactis se 

construyó el plásmido pJR1 para clonar el fragmento de PCR de 390 pb 

en un vector integrativo Ylp 352, que tiene incorporado el marcador de 

levadura URA 3. El pJR1 se linearizó por digestión en un sitio único para 

Cla I en la posición 214 del fragmento del gen producto de PCR (Fig. 8). 

Fig 8. (A) Plósmido usado en la construcción de la mutante en GDH-NADPH (JR1) de K. 
batís. (8) Diagrama que muestra la inserción del plósmido pJR1 linearizado, en el gen 
cromosomal de GDH-NADPH de K. lactis. 
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La cepa de K. lactis MD 2/1 (Mata, lys A, arg A, ura A) se transformó con el 

plásmido pJR1 linearizado y se seleccionaron protótrofos de uracilo. 

El análisis por Southern se llevó a cabo con el fragmento de 390 pb 

como sonda, sobre DNA total en la cepa silvestre y en la cepa 

transformada, digeridos ambos con Bgl II. El patrón de la mutante 

claramente indicó la inserción de la construcción en el gen estructural de 

GDH-NADPH (Fig. 9A); y por otro lado, la actividad enzimática de la GDH-

NADPH en esta cepa no se detectó (Fig 9B y 11A). 

La mutante obtenida con perdida total de actividad GDH-NADPH puede 

crecer en amonio como única fuente de nitrógeno, con la misma 

velocidad de crecimiento que la cepa silvestre al menos durante las 

primeras horas. Despues de ocho hrs detiene su crecimiento a diferencia 

de la cepa silvestre que sigue su creciendo un poco más. Esta cepa 

mutante recuperó el fenotípo silvestre sólo cuando se adiciona al medio 

minimo de crecimiento glutámico (7.3 mM) como unica fuente de 

nitrógeno. Por otro lado con glutamina (7.3 mM) como única fuente de 

nitrógeno la mutante no tiene el mismo crecimiento que la cepa silvestre 

(Fig 10). 
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Flg 9.- (A) DNA total de lo cepa silvestre MD 2/1 (carril 1) y de la cepa mutante JR1 
(carril 2) digeridos con Bgl II. Corno sonda se uso el fragmento de 390 pb obtenido por 
PCR que corresponde al gen GDF 1 de esto levadura. (B) Actividades específicas 
(Imol/mIn/mg) de lo cepa silvestre MD 2/1 y de la cepa JR1 carente de actividad 
GDH-NADPH. 
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Ya con esta caracterización fenotípica parcial de la mutante en GDH-

NADPH de K. lactis se procedió al análisis fisiológico, para lo cual se llevó 

a cabo la medición de la vía GS-GOGAT durante distintas fases del 

crecimiento en amonio como única fuente de nitrógeno y se comparó 

con la cepa silvestre, para poder así observar el efecto que le causa a la 

levadura el carecer de la vía GDH-NADPH en la biosíntesis de glutámico, 

Bajo las mismas condiciones de cultivo observamos que en la cepa 

silvestre la actividad específica de GS se incrementa ligeramente en la 

fase de crecimiento estacionaria, mientras que la actividad de GOGAT 

tiene valores más altos durante la fase de crecimiento exponencial y 

finalmente la GDH-NADPH también observa valores más altos en la fase 

exponencial y posteriormente decae en la fase estacionaria. Por otro 

lado la cepa carente de actividad GDH-NADPH presenta valores de 

actividad más altos en GOGAT y en GS, pero aún más notorios en la GS, 

llegando a ser de hasta 1.5 veces mayores, comparando con la 

actividad de la cepa silvestre, en la fase de crecimiento estacionaria (Flg 

11). 
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Fig 10.- Curvos de crecimiento en MM de la cepa silvestre K. loctis MD2/1 (0) y de la 
cepa JR1 carente de GDH-NADPH (e), a 600 nm, En el panel A se observo el 
crecimiento con amonio 38 mM como único fuente de nitrógeno, en 8 es el 
crecimiento en 7,3 mM de glutamine como único fuente de nitrógeno y en el panel C 
el crecimiento es en 7.3 mM de giutómico como única fuente de nitrógeno. 
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Fig 11.- Actividades especificas obtenidas de extractos de lo cepa silvestre (S) y de la 
cepa JR1 (0) de K. lactls , crecidas en MM, usando (NH4)2SO4 como única fuente de 
nitrógeno, (A) Actividad específica de GDH-NADPH, (B) actividad específica de 
GOGAT-NADH y (C) actividad específica de GS, Dichos actividades son el promedio 
de tres experimentos, con sus desviaciones estándar. 
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Localización cromosoma' del gen estructural de GDH-NADPH 

Utilizando las condiciones CHEF descritas en los Materiales y Métodos, se 

separaron seis bandos que corresponden a los cromosomas de la cepa 

WM37 (MATa, hisA)(NRRL Y-1140) y que son semejantes a los reportados 

para la cepa CBS 2360 (Sor y Fukuhara,1989). Estos cromosomas 

numerados I al VI, se Inmovilizaron sobre una membrana de nylon. El gen 

GDH1 se localizó sobre el cromosoma VI usando el fragmento 

amplificado por PCR como sonda (Fig. 12). 
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Flg 12.- (A) Patrón cromosoma! de K. lactis de la cepo WM37 (silvestre) separado por 
electroforesis en campo eletrico homógeneo Countour Clamped y teñidos con 
bromuro de °lidio. (B) Autorradiograrnas del filtro que muestra hibridación en el 
cromosoma VI, con lo sonda de 390 pb marcada con P32  . 
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6 Discusión y Conclusiones: 

Las curvas de crecimiento de la Fig. 2 demuestran que K. lactis asimila el 

amonio y dicha asimilación se debe a que presenta la vía de GDH-

NADPH y la vía GS-GOGAT activas. 

Las mismas gráficas definen la condición óptima en la cual esta levadura 

puede crecer y las condiciones de exceso tanto para la fuente de 

carbono como para la fuente de nitrógeno. El crecimiento donde se 

observa que el amonio esta en exceso es en 76 mM; mientras que el de 

glucosa esta en 4% y 6%. Por lo tanto la condición de crecimiento que 

consideramos óptima para K. lactis fue Medio Mínimo con 38 mM de 

amonio y 2% de glucosa ya que a pesar de obtener mayor producción 

celular en 76 mM de amonio y/o 4% de glucosa, esto resulta en una 

parcial inhibición de la actividad específica de la GS y de la GDH-NADPH 

respectivamente (datos no mostrados). En un medio rico (YPD) estas 

actividades también son intermedias. 

En las condiciones de 38 mM de amonio y 2% de glucosa se llevaron a 

cabo todos los demás experimentos, con las actividades enzimáticas de 

las dos vías muy reproducibles. 

El hecho de que las actividades especificas de GS-GOGAT de esta 

levadura sean semejantes a las reportadas para S. cerevislae, aún 

cuando la actividad de GDH-NADPH es cinco veces menor a la 

reportada para S. cerevlsiae, nos dice que la eficiencia para asimilar el 

amonio es la misma en ambas levaduras. Cuando se crecen en medio 
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mínimo, ambas levaduras tienen el mismo tiempo de duplicación de 120 

min, por lo que se puede concluir que, esta menor actividad de GDH-

NADPH en K. lactis, no es necesariamente un obstáculo en la asimilación 

del amonio. 

Por otro lado es conveniente recordar que en S. cerevisiae y en 

bacterias, las actividades específicas de GOGAT y GDH son más altas 

cuando la fuente de nitrógeno es el amonio y bajas o intermedias 

cuando la fuente de nitrógeno es glutámico o glutamine; esta regualción 

de la actividad enzimática parece ser igual en K. lactis, como lo señalan 

datos preliminares que no se incluyen en el presente estudio. 

El siguiente punto que nos interesó fue conocer la forma o constitución y 

masa molecular de las enzimas involucradas en esta asimilación de 

amonio y síntesis de glutámico, dado que la GDH-NADPH y la GS son 

proteínas que se han reportado muy conservadas como hexámero y 

dodecámero respectivamente, se decidio estudiar a la GOGAT de K. 

lactis. 

El metódo inicial que se utilizó para purificar la enzima GOGAT de K. lactis 

fue el propuesto por Cogoni y cols,(1995), sin embargo siguiendo este 

protocolo, en cada paso se encontró que esta enzima se inactiva 

considerablemente incluso durante las precipitaciones con sulfato de 

amonio y aún más cuando se somete a una cromatografla en DEAE-

Biogel A. Por esta razón era preciso obtener la fracción pura de la 

GOGAT de K. lactis mediante un procedimiento rápido de purificación. 
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Para evitar en lo más posible su inactivación, se agregaron una mezclo 

de inhibidores de proteasas durante todos los pasos de purificación y 

eliminamos la precipitación con sulfato de arnonio al 53%, y las 

cromatografias en DEAE l3io-gel A y Fenil Sefarosa, 

El rendimiento de la fracción purificada de la GOGAT de K. lactis fue muy 

bajo lo cual quiere decir que en el último poso cuando se emplea DEAE-

Sefarosa la enzima se inactivo y sólo se logró recuperar el 0,24% con una 

actividad específica de 7.6 jarnolimin/mg. Es decir, se purificó alrededor 

de 316 veces y aún no se observa totalmente pura. 

Esta inactivación también se observó en una columna de DEAE-BIOGEL 

A, lo cual quiere decir que en columnas de intercambio aniónico la 

GOGAT de K. lactis se inactiva, 

Los valores de purificación de la GOGAT de K. lactis son muy semejantes 

a los obtenidos peda la GOGAT de S. cerevisiae purificada por Cogoni y 

cols,(1995), al menos en lo que se refiere al factor de purificación y en la 

actividad específica considerando que aún no está totalmente pura, y 

sin embargo nos permiiio establecer que la GOGAT de K, bolis es un 

polipéptido do 200 KDa (estimado por SDS-PAGE), 

La fracción que se obtuvo de la DEAE-Sefarosa mostró una banda de 

200 KDa y una banda de 160 KDa, ver Flg 3. Para definir cual de las dos 

bandas corresponde a la GOGAT se efectuó un análisis con los 

anticuerpos hechos contra la GOGAT de S. cerevisiae. Sólo la banda de 

alto peso molecular (200 KDa) fue reconocida por dichos anticuerpos lo 
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cual demuestra claramente que la GOGAT-NADH de K. lactis al igual que 

en S. cerevisiae, N. crassa y plantas superiores es un único péptido de 

alto peso molecular, luego entonces, totalmente diferente a las GOGATs 

de procariontes constituida por una subunidad chica y una subunidad 

grande como se menciona en la Introducción. 

Otra conclusión inmediata que surge es que las GOGATs de K. lactis y S. 

cerevisiae tienen epitopes antigénicos similares. 

Otra manera por la cual se comprobó que en realidad se esta hablando 

de un péptido de alto peso molecular era obtener el RNA mensajero. 

Utilizando como sonda un fragmento del gen de S. cerevisiae y bajo 

condiciones no hómologas de hibridación sobre RNA total de K, lactis, se 

obtuvo la señal de un mensajero de 7-8 Kb semejante al de S. cerevlsiae. 

Por lo tanto este RNA mensajero de alto peso molecular ratifica los 

resultados obtenidos en el Western. 

La cepa mutante (JR1) de K. lactis carece totalmente de actividad GDH-

NADPH. 

La cepa pJR1 carente de actividad GDH-NADPH, es capaz de crecer en 

amonio como única fuente de nitrógeno Incluso con el mismo tiempo de 

duplicación que la cepa silvestre (Fig 10 A) y sin embargo detiene antes 

su crecimiento, lo cual quiere decir que en el medio de cultivo se acaba 

algún nutriente o bien que intracelularmente exista un desequilibrio en la 

relación NADPf/NADPH que finalmente repercuta en el crecimiento de 
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las células. Entonces la falta de GDH-NADPH en K. facfls repercute en la 

biomasa obtenida partiendo de una misma cantidad de nutrientes, sin 

embargo ésta carencia no representa una vía crítica o esencial para K. 

lactls, recordando además la baja actividad específica de esta enzima 

aún en la cepa silvestre. 

El crecimiento en MM usando glutamina (7.3 mM) como única fuente de 

nitrógeno en la cepa JR1 y la cepa silvestre de K. lactis es muy parecido 

al crecimiento en amonio a pesar de que se obtiene una mayor biomasa 

(Fig 10 B). Esto quiere decir que la glutamina no representa tan buena 

fuente de nitrógeno para K. tac fis, como lo es para S. cerevisiae. Datos 

preliminares no presentados aquí nos indican que las actividades 

enzimálicas de GS y de GOGAT, de ambas cepas JR1 y silvestre bajo esta 

condición, son relativamente bajas al comparadas con las observadas en 

amonio. Estos datos siendo aún preliminares y a los que sería muy 

Interesante hacer un estudio más cuidadoso (cultivos continuos), nos 

dirían que la GS esta siendo regulada de alguna forma por la presencia 

de glutamina; por otro lado lo que resulta interesante es que la actividad 

de GOGAT sea también baja pues esperaríamos encontrada más activa 

degradando glutamina, lo cual nos lleva a pensar que en el medio hay 

alguna deficiencia, tal que repercute en el crecimiento, principalmente 

en la cepa JR1. Esto tal vez se pueda estudiar adicionando al MM doble 

cantidad de sales, o elementos traza (fierro, azufre), o vitaminas. 
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El crecimiento en glutámico como única fuente de nitrógeno de estas 

mismas cepas de K. lactis (Fig 10 C) resultó ser el mejor pues es en esta 

condición donde se observa mayor crecimiento y es donde la JR1 

recupera el crecimiento silvestre. Las actividades enzimáticas de GS y 

GOGAT en esta condición son bajas, comparando con las actividades en 

amonio , en ambas cepas (datos preliminares). Esto sugiere que el 

glutámico está siendo utilizado tanto como fuente de nitrógeno, como 

fuente de carbono. 

Para poder saber porqué en amonio como única fuente de nitrógeno la 

cepa pJR1 crece con el mismo tiempo de duplicación que la cepa 

silvestre analizamos cómo cambian las actividades específicas de la 

GOGAT y GS durante el crecimiento de ésta en dicha condición. Asi, la 

cepa JR1 observó un aumento de actividad específica en GS que Incluso 

es de casi dos veces durante las fases de crecimiento exponencial y 

estacionario (ver Fig.11), mientras que la actividad de GOGAT aumenta 

solo un poco, pero se mantiene durante todo el crecimiento. 
Las desviaciones estándar calculadas de 3 experimentos confirman tal 

diferencia entre la cepa JR1 y la cepa silvestre de K. lactis. Por lo tanto la 

carencia de GDH-NADPH causa un incremento en las actividades de la 

vía GS-GOGAT como un mecanismo compensatorio; razón por la cual se 

concluye que para el metabolismo de K, lactis la vía GS-GOGAT tiene 

una mayor importancia y que la vía GDH-NADPH representa solo una vía 

compensatoria en la asimilación del amonio y síntesis de glutámico. 
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