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1. INTRODUCCION 
1.1. Generalidades sobre Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces se puede traducir literallw:-?nle c(.")mo 	4-1 
azúcar' en referencia a su capacidad para fertnenlar azuclies, Diversal.; 
especies de Saccharomyces han sido empleddas por el honihre. en 
las más impar lardes SO 011000111ton: S, Cae, ViSiCle y S. eUirwid,:qm, 1(1 
primera se utiliza en ia fabricación de pan y la otra en la prcducciórlde 
alcohol. Pertenecen a la división eurnicola y a la .71.1si,7? de las 

ascomiceles en el reino fungi. Se encuentran abundontemenle en 
nulas maceradas, remolacha de azúcar y malta usada paro la 
producción de cerveza. ( 1 ) 
Las levaduras del género Saccharomyces han sido eanyi ierizadas 
genética y bioquímicamenle con más de 900 genes mapeados 
actualmente, crecen bien en medios sencillos sernisólidos y líquidos, 
llenen un tiempo de duplicación de 90 a 120 rninulos y pue(len ciecer.  
como organismos diploides o haploides (su contenido de D11,A, nur: 
haploide es 3.5 veces mayor que el de E. 	Pueden adaptarse a 
ambientes aerobios o anaerobios ya sea en ruatráz o en cultives a gran 
escala. Muchos de sus procesos celulares estar conservados entre las 
diferentes especies eucarioticas lo que las hace elegibles para (Jbordar 
una enorme variedad de problemas en la biología molecular de los 
eucarioles. Su genoma haploide tiene un tamaño aproximado de 15 
rnegabases y esta organizada en 16 c:romosomas lineales de 200 a 2200 
kb. Por tanto, su cromosoma más largo es aún den veces más peque 
que el cromosoma mamífero promedio lo que ha per milido la 
manipulación y análisis detallado de su estructura y función.l.os origenes 
de replicación (ARS elements), los cenirórneros (C.:13,1 elements), y los 
lelómeros que son los tres principales elementos requeridos para la 
función cromosómica, han sido donados y utilizados en lo construcción 
de cromosomas artificiales que han permitido donar grandes 
segmentos de DNA de más de 400 kb de otros sistemas biológicos, 
(vectores lanzadera levadura/E. cotí). 
Contienen además, lodos los principales organelos men hl-anales 
subcelutares hallados en los eucariotes superiores así con ro un 
citoesqueleto característicos, aunque a nivel de núcleo no coi Wenen 
la histona 111. los RNA mensajeros muestran laS 
carderisticas de los RNAs mensajeros eucariotes lates corno uno melil-
G en el extremo 5' y una cola poli A en el 3'. Solo unos CU00105 ge1)17; 
contienen inlrones y secuencias de DNA repelido (secuencias alu). Una 
caraclerislica adicional que presentan estos microorganismos es el 
procesamiento proteolílico de proteínas precursoras en produclos 
funcionales acopladas frecuentemente a la secreción. (1, 10, 16, 29). 



1.2 Cinética del crecimiento rnicroblano. 

1-1.1v). Waid (1985) fué el primero en determinar les iiempts 
duplicación de los bacterias y en describir UnIC1 curva de crecirni,"?nt o 
rudimentaria, reporló además, que fa(:101 es toles (::orno jCl 
tempero tura, oxígeno, naluraleza y concentración de los II111111.11,7 -11(y,.„ 

luz y sustancias antisépticas influyen sobre el crecimiento de un 
microorganismo. Se identificaron posteriormente, los diferentes fcrse., 
la curva de crecimiento y se enfatizó mucho en el ez.ludio de lo fose 
"lag". Paro finales de los 40's se sabía yá que lo producción microbiona 
total estaba determinada por la naturaleza y concentración mínima 
crítica de un único susira10. Con el trabajo de J. Mentid en 1942 so 
impulsó el estudio de la cinética del crecimiento microbiano que 
culminó con el desarrollo del quimiostato y la obtención del estado 
estacionario (steady-stale) en "cultivos continuos'" por Novia y S'zilord a 
mediados de los 50's. (6, 27, 29, 32) 

La manera más común de obtener y analizar el crecimiento microbiano 
es inoculando una determinada cantidad del microorganismo de 
interés (No) en un matraz conteniendo un medio de cultivo de 
composición definida (cultivo en lote o en batch), y midiendo lo 
densidad de la población microbiana (N), que se incremento en 
perlódos cortos tiempo (f). De esta manera se obtiene un típica "curvo 
de crecimiento" en la que se pueden observar diferentes etapas o 
fases de crecimiento que reflejan diferentes estados funcionales y/o 
fisiológicos del microorganismo. (ver Fig 1). 

La fase de crecimiento exponencial se puede considerar 
metabólicamente uniforme aunque su duración no es prolongada y 
está influenciada por fases variables (fase lag y fase estacionaria). La 
escacéz de algún nutrimento en el medio de cultivo es una de las 
principales camisas por las cuales las células inhiben su credmienio en la 
fase estacionaria. Mina manera de prolongar el crecimiento del 
microorganismo es agregar el sustrato limilante cuando éste se vaya 
agotando (cultivo leed-batch) o, para que no existan variaciones en el 
volúmen del cultivo ni acumulación de otros productos, la alimentación 
contínua es acompañada por una remoción conlínua de cultivo por lo 
que podrá obtenerse un "cultivo contínuo" en el cual, si los condiciones 
ambientales no cambian con el tiempo, podrá establecerse un "estado 
estable o estacionario" (steady-stale), donde las propiedades 
metabólicas de las células estan lo más cercanamente uniformes y 
suceptibles para que el o los efectos de una alleración ambienlal 
específica sean ade,cuadarnent e analizados. 
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Fig. 1 Curva de crecimiento microbiana 

En la tase de crecimiento exponencial, la velocidad de crecirnienlo 
puede ser calculada de la siguiente manera: 

1. dN/di = v . 
Dividiendo ambos lados por 11, tenernos: 

2. di\l/Ndl 	v/N = Ir 
por lo que 

3. dN/d1 = ir N 
donde ;t'es la velocidad de crecimiento 
específica. 
Separando los términos y rearreglando: 

4. 	 dNI/1,1 	di 
5. cill/b1 = pr dl 
6. In NI. 	It I 4.0 

y obteniendo anlilogannla nalurai, letlirnos 

•I• C 
rcarreglancto 

8. 	1.1 , e  H,f.f..: 
y linalmenle 
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Esta expresión es anfs'llogn a la ecuación de una recio en tonde al 
granear InN contra t, No corresponde a la inlersección con GI =ajo de las 
ordenadas, es decir, al núr neto ¡nidal de  nikloolaanismos y It o la 
razón de cambio o pendiente de la recia, es decir, a la velocidad de 
crecimiento específica. Es debido a la ecuación 10 que la fase de 
crecimiento exponencial comúnmente se denomine "fase log" lo cual 
no es del lodo correcto. 

Se sabe por otro lado, que ir está en función de la naturaleza y 
concentración del sustrato nutritivo "S". (Esta es la principal cf:Allribirción 
de J. Monod a la teoría del crecimienlo microbiona). 

it 

• 

1:s 

Fig. 2 Dependencia de la velocidad de crecimiento específica respecto a la 
concentración del sustrato nutritivo (J. Monod, 1942) 



En la expresíon: 

11.  	= lima< S/ ks k S 

ks (constante de saturación del sustrato ) correspondo o I /2 priv."ix y 
establece un límite en la utilización y en la velocidad de crer.:,:imi,,;111‹:. ) 

en ese susirafo, y lundx es la velocidad específico de crecimiento 
máxima. 



1 .3. Cultivo contínua en el quirnlostato 

El c:ullivo continuo es básicamente un método pan pri- +,11(),J1 
de crecimiento exponencial de un microordonisny), la leenico 
consiste en Vi alimentación del cultivo micro' J,cino col 1 str,li tcy; 

y al mismo tiempo en lo eliminación del medio gastado 	celul,tts 
producidas, de tal mo(sio que los diversos factores que ofeclon los 
propiedades d(-1 cultivo permanezcan constantes con el tiernpo: 
volúmen del cultivo, concentración cflular, concenIto<1,',n (te 
productos, pi-1, temperatura, oxígeno disuelto, etc. ( ver la siguiente 
figura). A esta condición se le conoce como estado estonfr--:.  o estado 
estacionario (steady.slate). Si el microorganismo es estable, c decir, 
no esté sujeto a m' ilaciones espontáneas, entonces el sislorno pude 
mantenerse funcionando por largos periódos de tiempo. lcr vent(.0 
de tal sistema es que !a masa celular y otros producto:; pueden 5, -;! 
producidos bajo condiciones ambientales óptimas y controladas. 
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l'Ig. 3. Quimiostato 
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C11111111(IS CerlSkfcraciOrleS: 

1.- La velocidad de dilución, D, no debe ser tan grande que provoque 
Id eliminación o lavado de las células de la cámara de cultivo. 

2.- La aportación del sustrato limitar-11e a la cámara de cultivo debe ser 
suficientemente rápida para que los microorganismos crezcan 
normalmonle. 

3.- El cultivo microbiano debe estar bien agitado a modo (lo rio existir 
variaciones espaciales en las concentraciones del sustrato o de los 
microorganisnies. 

Cuando el quimiostalo esta en un sleady-slale, existe un balqnce de 
masa a través del sistema, es decir, el flujo del medio 01)1101110 hacia el 
vaso de cultivo iguala al flujo de salida del cultivo. La formación de 
nueva biomasa en el medio es el resultado de la adición do 
nutrimentos frescos y está balanceada por la pérdida de biomasa en 
la puerta de salida, consecuentemente, la biomasa en el vaso de 
cultivo permanece constante. 

Escribiendo una primera ecuación de balance utilizando la ecuación 1 
del crecimiento microbiano, y para un intervalo infinitesimal de tiempo, 
dl, el balance para todo el cultivo será: 

12  	VdN = Vf1N dt - FN dt 
donde E es la velocidad de flujo o 
de adición del sustrato limitante 

Dividiendo entre V, (volúmen del cultivo) 

13.  	dt\l/d1 	- D) 

donde D es la velocidad de dilución: FI V, y es la única variable en el 
sistema. 
En el steady-stale dN/dt = O, por torito, la ecuación anterior qiieda: 

14,  	tl - D = O o finalmente: 	D 

Esto os, se alcanza un estado estable o "sleady state". De tal manera 
que controlando "D" se puede controlar una velocidad específica do 



crecimienlo delerunincxla y con ello un eskv lo tHelrHcii(:(:) 
exclusivamente de S. 

En términos fisicoquími(7.os se puede decir que (.1r1 slea( Iy 'Jale OS,1Jciu(p.,1 
en el que las propiedades intensivas del sistema son invariables con (7.1 
tiempo considerando que el quimiostato es un sistema termo( lirwirinico 
abierto, 
Existen, asimismo, varios tipos de cultivos continuos siendo el (ilue SA 

efectúo en el quimiostato del tipo homogéneo y de una sola Mapa, es 
qtgcir, donde crece solo una cepa microbiana en url Úrrine [hl e( ic,..tor. 
(1, 6, 10, 1/1, 29) 



1.4. Metabolismo de compuestos nitrogenados 

Las propiecia(les de cualquier microorganismo eslan del(4minadas 
finalmenle. por las caracierislicas de su aeriorno 
información necesaria para que éste sea una Unidad f1.11101,DIKII y le 
proporciona la capacidad para responder a los (:arl-11.-.)1'.)s del 
rnicroambienie donde se desarrolla (variación fenolípica). Un 
microorganismo con un genotipo dado es con mucho un produ‹: lo caca 
su =bienio, y es válido por tanto, hablar de la c..mnposic1:51 química 
de un microorganismo así como de las condiciones (ambientales (iiír lo 
produjeron. 

De los estímulos ambienlales que más comúnmente influyen sobre los 
propiedades do los microorganismos, la limitación nuflicional es Ict que 
genera mayores cambios en su estructura y función, de allí (rue para 
entender el comportamineto del microbio en la nolUl(k:;'/U seo 
necesario entender primero su respuesta a la disponibilidad y tipos de 
sustratos alimenticios. Esta respuesta se refiere a la capacidad 	tiene 
la célula rnicrobiana de crecer fon rápido como son posible y producir 
material celular (biomasa) con un factor de producción m(pirria a la 

más baja concentración del sustrato limilante. Esta respi.,la puede 
darse de tres maneras: 

1.- Aumentando la velocidad de incorporación o entrado del sustrato 
limitante a través de la membrana plasmálica, lo cual logra 
incrementando la síntesis de los sistemas de transporte existentes, 
modificando su estructura terciaria (cambios en la krn o en su Vrnax), 
induciendo la síntesis de otros sistemas de transporte con mucho mayor 
afinidad por el sustrato limilante. 

2,- Incrementando la velocidad de incorporación del susira lo a alguna 
ruta metabólica. Esto se logra ya sea incrementando la síntesis de las 
enzimas involucradas en su transformación inicial O induciendi ) 
actividad de rutas metabólicas alternas de mayor afinidad. 

3.- Rearreglando la composición química de las estructuras celulares. 
decir, reorientando el flujo de metabolflos que contengan 	sustrato 

limitante. 

Bajo este esquema, y especialmente enfocado a los levaduras, el o los 
compuestos orgánicos nitrogenados que sean metabolizados tienen 
así Ires posibles dcslinos: 



a) rueden ser incorporados por las CO dos sin ny)dilica,:4:1) 
contiluyenles colukues, pot ejemplo, incor poro! 
cyrquncis  amber:vides en las proteínas, etc. 

b) Pueden sor degradados por la célula liberanrin 	ni1 / 1-.'(1(1.119 

(generalmenie aunque no siempre como amoral) y sor us(:ido pata la 
síntesis de otros compuestos nitrogenados celulares, o 

c) El carbono que contienen estos compuestos precie ser irliiiTaar con 
propósitos biosinleitcos o energéticos. 

Lo mayoría de los estudios sobre la asimilacV.11 do cornpuei os 
hilfogencicios se han llevado a cabo utilizando compuestos sencillos y 
únicos en el medio de cultivo. Vale la peno mencionar que en 
ambientes naturales donde comúnmente se desarrollan las lavaduras: 
malta, macerados de caña de azúcar, frutas, etc. (que contienen muy 
poco ornonio 	varias fuentes de carbono y nitrógeno pueden 
presentarse sirnullóneurnenle. Es por esta razón por la que lo mayor ic 
de los experimentos cuyo objetivo es analizo cal rnekibobrno de 
nitrógeno se centran preferentemente en la asir nilación y Inelabolismo 
de amonio. (1, 16). 

Muchos compuestos pueden utilizarse como fuente de nitrógeno: D y 
1-aminoácidos, bases nitrogenadas y derivados, melilamina, 
e.tilamina, bencilamina, p-aminoisobutirato, etc. l.a transferencia del 
grupo ambo (-1\11-12) de estos compuestos a un aceptor 
principalmente 0..-celoglularato (reacción de Iransaminación) produce, 
glutamalo y su subsecuente =Moción produce glutamina, ambos 
importantes intermediarios del metabolismo nitrogenado (ver reacción 
1,2 y 3). Es posible también que el grupo ambo de estos cornpueslos 
sea liberado al cliosol donde se utiliza directamente en la lilosínlesis de 
glulamato vio la enzima glutamato deshidrc.)gencisa, 	HADP1.1-• 
dependiente (reacción 1). Por otro lado, el glutómice y la glutamina 
pueden acumularse en la célula o ser reutilizados en lo biosíntesis de 
otros compuestos nitrogenados que demande el metabolismo celular, 
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Fig. 4 Metabolismr, de nIlrógeno en S. cerevIslae 



La incomoraciónde un lonb en la mayo la de H Lv IIr 1‘.; y I.» I c9 

procede, por tarifa, por dos rulos bien eslableciaits: la mita de 111 
glulamato deshidrogenas() HADP11-dependienle (( P1 I I): 

1. 1\1114- 	(1-c.z.loglularato 1 I\1ADF)1.1 

	

y la ruta de la glulamino sinlelasa 	alulamato sinlasa IALI 
dependiente (GI NI y GI.31 respeciivarnente) : 

2. 11114 I- 	Glulamato 	r• ATP kirnina  

3. Glubmina 1  wceloglularato 	NADTI • > 2 (".;lularwila 

En ambas vías él intermedia! io generado es el glularnalo. 

Bajo este esquema podrían plantearse algunas preguntas: 

¿Por quó estos microorganismos necesitan dos lutos Ddrd 
de amonio o para In biosíntesis de un mismo compuesto?. .;Cómo se 
regula la expresión de estas dos rutas metabólicas?. 

La esiralegia para abordar el análisis de este rnocklo biológico es 
mantener a una población microbiana creciendo continuamente en 
condiciones sostenidas de limitación nullicionol. (10, 16). 



1.5. Enzimas involucradas en la asimilación de arnorrio en 
Saccharomyces cereviside. 

,giti lupia to cleslikirogenaso l'ItL)El 	 fI . : 	I H. I .41, 

coditic.ada per el cien GDttl, tiene un peso 111,-.1e,.-.1.11,ri 
aproximadamente 54 000 D y CS la principal vio de asimilact,.111do 
amonio en la mayoría de los microorganismos. 
La disponibilidad de los precursores para la biosíntesis (iel 
amonio y a-celoglularalo, regulan la actividad de lo enzima. Mazn, 
M. (20), demostró que en condiciones de severa IiirrilacVm1 Inri 	al, 
particularmente de compuestos de carbono, la actividad (le 
inhibe mediante un mecanismo que involucro uno lapida pr‹.--)ter.'lisi,.„ 
mientras que su contrapone calabólica la glutamato deshidroqonoso 
HAD131* dependiente, codificada por el gen GD1-12, (reacciOn 1), está 
regulada 	por 	mecanismos 	de 	fosforilaciórl.defosforilacVli 
dependientes de AMPc. El crecimiento en altos concentraciones de 
amonio induce la expresión de GDH 1 que o su vez puede ser inhiHda 
rápidamente al adicionar glutórnico en el medio. (19, 20, 25 ). 

Magosanik, B. (22), Ira señalado que cepas molar-11es carenle',; de 
actividad de GDI1 NADPH-dependiente y GOGAT son capaces d 
crecer muy lentamente en amonio como única tuenle de nitrógeno 
indicando que probablemente la actividad de otra enzima (-XII NAD-
dependiente este involucrada en asimilarlo bajo esas condiciones. La 
GDH NAD-dependiente calaliza la reacción inversa en condiciones 
normales de crecimiento: 

4. 	lutanak 4 HA[)-1- 	---> 	1\11-111- 	ri-cologiutorolo 

La mayor proporción de HAD que de HAD1.1 y de HADPIL que de TIAD1" 
en el cilosol asegura que las reacciones anteriores (1,2,3,y 4) se lleven 
a cabo de la manera descrita. 

Por otro lado, la enzima glutamino sintetasa, (CC 6.3.1.21, de 
Sacenaromyces cerevisiae es una proteína estructuralmente por ectchl 
a la GS bacteriano. FI gen GLN1de S. cerevisiae codifica una proteína 
de 370 aminoácidos (m.w. 42 000) y la enzima activa esta compuesta 
por 10-12 subunidades (24). Legrain, C. (1 7), demostró que Vi actividad 
de GS se inhibe por una acumulación intracelular de glulamina 
(inactivación reversible por retroalimentación), es decir, es alta en 
cultivos creciendo en alutámico como única fuente de riltr(l'Ig(9:1,) y 

baja rápidamente al adicionar glutamina al medio de cultivo. 



la erllirrin so ina,  líver también por degrada,. fri,n 
condicior les de severa (lepriyación nitrogenada me, 
por modificación do los grupos sulfhidrilo do 	ordina 
irreversible), (17, 19, 23, 21). la presencia de GS so (leder n 	r eilsayan,:ira 
su actividad de sinielosa de alutamina y de (ituliirmin,'..)Ir nsierirlscr. Iii 
primera se ensaya con &tamal° más KIP y la velocidad de 
fosforilación del glutamato se evalúa mediante la reacción de este 
compuesto con hidroxilamina; lo segunda se ensaya utitt?,:mda 
gluiamina, ADP, hidroxilamina y arsenal° (ver Material y Mólodos). 
Cultivos de cepas carentes de actividad de alutamirio sirdelaso 
creciendo en °manir() corno única fuente de nilró.rell() retienen la 
actividad de Ironsferasa írr vira indicando que es to 
intracelular de glutamine] y no la de amonb la resj)onsal)le 	rei.•Julal 
su actividad. (2, 19, 23, 2,1)). 

Por último, muchos trabajos han reportado cepas de 
carentes de actividad de GOGAT NAD-dependienle (11:(2.: 1.11.11) y 
descrito su purificación parcial. (8, 12, 13, 31). Per::ionle,,mptile (-ii1 este 
laboratorio se publicó la purificación y secuencia de arninodcides de la 
porción H.-terminal de la proteína y se demostró que se trola ie un 
homotrímero de masa molecular. de 600 000d, muy similar a los GOGAT 
de plantas. (5, 8). De la secuencia de aminoácidos deducida do la 
secuenclación parcial del gen estructural se ha descrito una pie 
secuencia N-terminal que podría ser importante para su locali2ack"7,11 en 
algún compartimento membranal, posiblemente vacuola. (5, 21 



2. ANTECEDENTES 

La glutarnina es el intermediario clave en la utilización de nitrógeno. 

Con cualquier Ir len le (Te nitrógeno incluyendo amonio (111111, 	(-"mirara 
GS proporciona la glulamina necesaria para ki biosíntesis de 
nucleólidos de pulirla y pirimidina y paro io biosíntesis de:: ritrlirricy; 
aminoácidos. Las cepas mutan les gln I son auxótrofcrs de glulamina. 
El nivel de actividad de la enzima es bojo en medios suplemenlarios 
con glulamina y se incrementa 50 a 200 veces cuando el 5.0.11an rico es 
la Única fuente de nitrógeno. Cuando las células Clecen en armenio tca 
actividad de GS es aproximadamente un cuarto de la oblenido can 
glulámico como Única fuente de arócjeno„Al parecer, la glulamina 
inhibe la actividad de sinleloso de la GS mediante una rnediticadin 
covalenle de sus grupos sulfhidrilo provocándolo una incremonlatk 
lerrnosensibilidad. (19). 
La expresión de GLN1 responde a la disponibilidad de olulamino y esta 
regulada o nivel de transcripción. Olros estudios reportan que el 
incremento en la expresión de CAN! responde o los bajas 

concentraciones inlracelutores de nucleólidos de purinas y del 
aminoácido histidina aunque no en el mismo grado como (yron4.7) se 
presento deficiencia in tracelular de glutamina. (17, 19, 23). 

En E. coli, GS y GOGAT participan en la asimilación de amonio. 

En bacterias, particularmente en E.coli, las enzimas GDH, GS y GOGAT 
participan en la biosíntesis de glutómico y glulamina, y por lacto, en lo 
asimilación de amonio. Específicamente, GS y GOGAI asimilan rJmonio 
cuando su concentración en el medio de cultivo es muy baja. 	ho 

propuesto ademas, que este sistema regula los niveles inirgi.:dulares 
gil llar nina. (19, 73, 2'l) 
Estudios sobre la asimilación de amonio en E. ccali ,:.:reolendo or 

quimiostato muestran que la actividad de GOGAT HADI'.depenclierde 
no mantiene relación fisiológica con la actividad de GS y GbIl 13?). Se 
ha propuesto que la función de GDH es también la asimiloci¿rn (.1c 
amonio y biosíntesis de glulámico pero solo cuando su cancenlraci6n 
en el medio de cultivo es alta (GDH knar,arn 	3 rnM, 	con-rpardf:ión 

con lo GS 	 mM). (11, 32). 
Por tanto, mutantes glIBD, GDHA de E. coli (carentes de C,,OGA1 y u: fi 

respectivamente) r19 crecen cuando la concentración exlrry:T?lular de 
amonio es aproximadamente de 0.1mM. 
Considerando estos datos, algunos autores han planteado la siguiente 
pregunta: 



En E. coli, 'cual es la imporlancia de la GPI I 4.-.n Ita almilaci‹.",,n 
amonio y/o biosíntesis de alutarnico si mutanles oaDA no son ( tll 'c`!trr>lo; 
tolules ni parciai,m de alulámico?. 

Dado que la GD1-1, al igual que GOGN1 utiliza como cofactortIADPI I, lo 
enzima GD1-1 debería ser más útil en la asimilación do amer.110 
este microorganismo se encontrara en una condición de limiLIck'm 
energética más que en una situación de limihción nitrogena(H. una 
situación de limitación energética se produce disminuyendo la 
cantidad de carbono u oxígeno en el medio de cultivo, (1 1 I ). 

En S. cerevisiae se ha analizado también la asimilación de 011101110. 

En esta levadura la entrado de amonio a la célula es Hcilkykl por 
dos (o posible mente tres) permeosas más o monos caracterizadas, una 
de alta afinidad (km 0.25 mM) pero baja capacidad y (..1110 	imia 
afinidad y alta Vmáx. (50 nmol/min/mg de proleina). Una vez en el 
interior, el amonio es captado por la enzima GD1•11\1ADP1-1-depc,ncliente 
para la biosíntesis de glutómico (GD1-1krnmill ln1M). Pero se cree que 
en ambientes naturales nutricionalmenle agotados por la vigorosa 
actividad metabólica de otros microorganismos, la asimilación de 
amonio y biosíntesis de glutómico en esta levadura proceden 
preferentemente por la vin do las enzimas GS y GOGAl.  (G51,41  
0.1 mM), 
Esta hipótesis fundamentada en las constantes de afinidad de by.; 
enzimas involucradas se apoya en los resultados obtenidos con 
algunos cepas de E. coli, S. lyphimutium y Klebsiella carentes do 
actividad de GDI-1 los cuales aunque no son auxótrolas de t.,ilulárnic,:a 
crecen lentamente cuando la concentración de amonio en el medio 
dqc.,:ullivo os muy baja, 

Estudios similares previos al presente trabajo han mostrado que lo 
actividad de GDI.1 NADE II-dependiente en S. cerevisiae es baja en 
condiciones de limitación de amonio y alta cuando éste se encuentra 
en exceso. La' actividad de GDI-1 baja rápidamente al adicionar 
glutamato al medio. (9, 11, 28, 35, 36). En S. cerevisioe no se ha 
abordado el aspecto energético de la asimilación de anlertic'.  

En S. cerevisiae la GOGAT NAD-dependiente no es una enzima 
esencial. 

Se ha mostrado que cepas de S. cerevisiae carentes de actividad de 
GOGAT y GDIl son crup:54. 0kb de glutamalo y crecen bien en medios 



glucosa/glutamina lo que ha postulado la existenckr de rutas 
alternativas del catabolismo de glutamina que generen el glulamato 
requerido por la célula (33, 34). 
En cepas carentes de GDI-1, la GOGAT suple aproximadamente el 88% 
del glutamato y algunas glulamino- amidoiransferasas el 12 % restante. 
(4, 19, 30 ). 

Por otro lado, se ha observado que cepas carentes de cal NADPH-
dependiente, crecen a la mitad de la velocidad de una cepa silvestre 
pero cepas carentes de GOGAT crecen tan bien corno las cepos 
silvestres, ambas en medios glucosa/amonio, Esta observación ha 
llevado a postular que la enzima GOGAT pudiera no ser escencial 
para la levadura. (19, 33, 34) 



3. HIPOTESIS 

Dado que la mayoría de los estudios sobre la asimilación (le amonio on 
S. cerevisiae se han efectuado utilizando cultivos en matraz y medios 
glucosa/amonio como única fuente de carbono y nitrógeno, 
respectivamente, y ciado que 

a) La actividad de GS parece estar regulado por la concentración 
intracelular de glulamina y la concentración extracelular de an tor 

b) La actividad de GDI-1 es baja en condiciones de limitación 
extracelular de amonio y alta en condiciones de exceso del mismo 

c) No se ha encontrado un comportamiento caracleristico en la 
actividad específica de GOGAT al variar la concentración de amonio 
en el medio de cultivo, y 

d) Trabajos previos sugieren que la enzima GOGAT no es escencial para 
la levadura dado que cepas glt 1 crecen a la misma velocidad que las 
cepas silvestres en medios glucosa/amonio. (17, 19, 24, 28, 30, 32) 

Se propone que en cultivos continuos de S. cerevisiae creciendo en 
amonio como única fuente de nitrógeno, las enzimas GS y GODA f 

'dieran ser importantes en la biosíntesis de giutamina y en la 
asimilación de amonio cuando este lón se encuentre limitante en el 
medio de cultivo; mientras que en condiciones de exceso, la enzima 
GDH sería más Importante para la biosíntesis de glutamato y como 
consecuencia, en la asimilación de amonio. 

4. OBJETIVO 

Determinar y analizar las actividades específicos de las enzimas GDH, 
GS y GOGAT involucradas en la asimilación de amonio y en la biosíntesis 
de glulámico y glutarnina de S. cerevisiae creciendo bajo condiciones 
de limitación y exceso extracelular de amonio en un quimiostalo. 



5. RESULTADOS Y DISCUSION 

La estrategia general para abordar el análisis del papel que juegan las 
enzimas GDI-1, GS y GOGAT en la asimilación de amonio y biosínlasis 
glutámico y giularnina en S. cerevisioe, es la de mantener un cultivo de 
este microorganismo creciendo continuamente bajo condiciones de 
limilación y exceso de amonio generadas en un quimioslalo. 
En resúmen, se obtuvieron cultivos contínuos de S. cerevisiae de los 
cepas silvestre 5288C, mutante RX2ApLV2 (gdh ), y mutante LA1Apt.V1 
(gogal- ). Las condiciones nutricionales fueron: de limitación de armonio 
a D 0.05 - 0.15/hr, y exceso del mismo a 1) 	0.2 - 0.3/hr, usando 
(N1-14)SO4 corno tuerite de nitrógeno (ver material y métodos). Los demás 
sustratos eslan en exceso. 

Las velocidades específicas de crecimiento máxima para cada una de 
las cepas reportadas a continuación, son aproximaciones al punto en 
quo el cultivo se lava (wash-oul point). Es decir, corresponden a una 
población celular estable por más de seis volúmenes de reposición 
después del cambio de una velocidad de crecimiento menor anterior, y 
después de seis volúmenes de reposición después de la torna de una 
alícuota del cultivo para la determinación de las actividades 
enzima icas. 

Como se mencionó en la introducción, en el estado estacionario la 
velocidad de dilución, D, de estos cultivos es igual a la velocidad de 
cr'écimienlo específica, fi, del microorganismo. D y ji tienen las mismas 
dimensiones. 



5.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA INVOLUCRADA EN LA ASIMII.ACION DE 
AMONIO EN LA CEPA S288C. 

En la gráfica 1 !;e, presentan las actividades específicas de las ervin.is 
GDH-NADN-I dependiente, GS y GOGAT NAD-dependiente en la cipa 
silvestre S288C bajo condiciones de limitación y exceso de amonio en El 
medio. En primer lugar se observa que la actividad especítica de GDIL-
NADPLI dependiente se incrementa proporcionalmente conforme 
aumenta la cantidad de amonio en el medio de cultivo, de 0.49 a 2.4 
(D 0.05 - 0.3/hr). Por el contrario, la actividad específica de GS resultó 
alta en condiciones de limitación de amonio, (0.30 a D 0.05 0.15/hi ), 
y baja, (0.10 a D 0.2/hr), en condiciones de exceso de amonio en el 
medio. 

Por otra parte, GOGAT no mostró variaciones importantes presentando 
una actividad específica máxima de 0.060 a D ^ 0.15/hi, y una actividad 
específica promedio de 0.035. 
La velocidad específica de crecimiento máxima, Irmóx, tué 
aproximadamente de 0.3/hr que corresponde a un tiempo do 
duplicación, td, 2hrs. La Itmáx se calculó extrapolando la curva de 
densidad óptica del cultivo con el eje de la velocidad de dilución. 
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Gráfica: 1. Actividades específicas de las enzimas GS (0), GOGAT (A) y GDII-
NADP1-1 dependiente (i1), en cultivos Continuos de la cepa silvestre S2R8C de 5. 
cerevisiae. El símbolo (-1-) corresponde a la densidad óptica del cultivo en 
cada una de las D probadas. Los datos son promedios de muestreos por triplicado 
y se expresan como itmol.minl.ma de Proteína. 



Corno se observo de la gótica 1, la adividad de Goc:,^, 1 en 
condiciones de exceso de amonio (D = 0.2 o 0.3/111) fue sirnilcir req-)ee lo 
a las condiciones de limitación de amonio (D -.- 0.05 rr 0.15/110, I a 
actividad de GS fue alta en condiciones de limitación de amonio y boja 
en condiciones de exceso. La actividad de GDI t, por otro parle, resultó 
alta en condiciones de exceso y baja en condiciones de limitación de 
ohmio en el medio de cultivo. 

Estos resultados podían indicar, en primer lugar, que el papel propuesto 
para los enzimas G[)H y GS en algunas bacterias, pudiera ser adecuado 
también para S. cerevisiae. Esto significa que GD1.1 es más ir»pot tante 
en la asimilación de amonio cuando se encuentra en exceso en el 
medio mientras que GS es más importante en la asimilación de amonio 
cuando éste se encuentra limilante (4, 9, 13, 23 ), Si se considera a las 
enzimas GS y GOGAT como pertenecientes a una misma rufa 
metabólica como en otros microorganismos, entonces esta lulo no 
parece ser reelevante en condiciones de exceso pero si de limitación 
de amonio. 

Sin embargo, el hecho de que la actividad de GOGAT no disminuya 
cuando la cantidad de cimento se incrementa, ni aumente en 
condiciones de limitación, podría sugerir que esta enzima tiene otro 
papel metabólico, probablemente similar al que se le propone en N. 
cross°, que consiste en la regulación de la concentración intracelular 
de glutamina, ya que un exceso de este aminoácido provoca un 
efecto represivo sobre la expresión de genes, incluyendo el de su 
biosíntesis, regulados por giulamina (13, 19, 30 ). 

Como se mencionó en la introducción, la maquinaria enzimática que 
posee S. cerevisiae le debe permitir crecer tan rápido como sea posible 
y producir material celular con un factor de producción máximo en la 
más baja concentración del sustrato limitante (10), por lo que el análisis 
de la asimilación de amonio en cepas mutantes carentes de actividad 
de GDI-1 y/o GOGAT podría dar más información acerca de su propia 
función en este proceso, 
En otras palabras, si se pudiera provocar algún tipo de alteración en 
una de las enzimas involucradas en la asimilación de amonio, entonces 
se podrían inducir ajustes en la actividad de las otras enzimas tainbién 
involucradas, y por tanto, en la biosíntesis de glulámico y glulamina, 
por ello, para este trabajo, se decidió generar cepas carentes de las 
enzimas GDI-1 o GOGAT mediante interrupción de su gen estructural, 
respectivamente, 



5.2, ACTIVIDADES ENZIMATICAS INVOLUCRADAS EN LA ASIMILACION DE 
AMONIO EN LA CEPA RX2Ap1V2, (gdh-). 

En la gráfica 2 se presentan las curvas de actividad e<;p(.,:cílica dei GS, 
GDH y GOGAT en la cepa RX2ApTV2, carente de GI)11 (ver material y 
métodos). Se observa que la curva de GS pies,Dnla casi el mismo 
comportamienlo que se encontró para la GS en la cepa S288C., 
aunque el valor de actividad específico máxima 1.4einedio cs 
ligeramente menor (0.28), y el de actividad específica mínima 
ligeramente mayor (0.16), a las mismas velocidades de 

Corno se pensaba, la actividad específica promedio de GOGA1 se 
incrementó casi al doble (0.050), si se compara con la actividad 
específica promedio de GOGAT en la cepa silvestre (0.030). [ski cepa 
RX2ApI.V2 presentó además, una actividad específica máxima de 
GOGAT de 0.065 a O 0.15/hr, y no se observaron cambios inporlantes 
en su actividad al variar la concentración de amonio en el medio en 
cada una de las velocidades de dilución evaluadas. Asimismo, no se 
observó actividad de GDH-NADPH dependiente en todo el rango de 
velocidades de dilución analizadas. 
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Gráfica 2: Actividades específicas de las enzimas GS (0), GOGA1 (A), y GDI-I-
NADPH dependienle (19, en cultivos continuos de la cepo mutante gdh 
(RX2ApLV2), de S. cerevisiae. El símbolo (+) corresponde a la densidad óptica 
del cultivo en cada una de las D probadas. Los dalos son promedios d(4 
muestreos por triplicado y se expresan como Itmol.rnin.t.rng de proteína. 



En esta gráfica se observa que la ausencia de ( DII lADI'l 
dependiente no incii)jo ningún incremento en H actividad específica 
de GS, que de hecho, resultó ligeramente menor en condickmes de 
limitación y ligeramente mayor en condiciones de exceso de ornonie 
comparada con la actividad de GS en la cepa silvestre. 
La gráfica 2 muestra también que la curva de actividad de GS presentó 
un máximo lo que sugiere que tanto en la cepa S288C como en esta 
mutante el amonio asimilado y la biosíntesis de glutamine a través de 
esta enzima son suficientes para sostener el crecimiento del 
microorganismo en condiciones de deprivoción nitroqonoda y, 
corrobora de algún modo, la Importancia de la GS en estas 
condiciones fisiológicas. 
Acerca de la función de GDH, si esta enzima fuera importante en la 
biosíntesis de glutámico bajo limitación de su sustrato precursor (NH4'), 
entonces, en su ausencia se debería inducir un incremento en la 
actividad de GOGAT que, como se observo en la gráfica 2, 
efectivamente sucedió, (la actividad específica promedio de GOGAT 
en esta cepa fue aproximadamente de 0.050, mientras que la 
actividad específica promedio de GOGAT en la cepa silvestre fue 
aproximadamente de 0.030). Nuevamente de estos resultados podría 
concluirse que los actividades de GDH y GOGAT pudieran 
complementarse en la cepa S288C para producir el glutarnato que la 
célula demanda cuando crece lentamente debido a una limitación de 
amonio en el medio de cultivo. Sin embargo, cuando la concentración 
de amonio se incrementa, la actividad de GOGAT por sí solo en esta 
cepa carente de GDFI no parece ser suficiente para la biosíntesis de 
glutamato por lo que el microorganismo solo alcanza una I.tmáx 
aproximada de 0.2/hr, (lo que equivale a un tiempo do duplicación de 
3.4 hrs) resaltando nuevamente la importancia de GDH en la biosíntesis 
de glutama lo en exceso de amonio. 

Estos resultados sugieren asimismo para esta cepa mutante, que la ruta 
GS-GOGAT pierde importancia en la biosíntesis de alulómico y en la 
asimilación de amonio en condiciones de exceso dado que la 
actividad de ambas enzimas no satisface la demanda de glutamato 
que lo célula requiere. 



5.3. ACTIVIDADES ENZIMATICAS INVOLUCRADAS EN LA ASIMILACION Dl 
AMONIO EN LA CEPA LA1ApLV1 (gogat •). 

Con el mismo esquema planteado anteriormente, se cultivó una cepa 
carente de actividad de GOGAT, LA1ApLV1, bajo las mismas 
condiciones de las anteriores. La construcción de esta cepa ya ha sido 
reportada (5). 
La gráfica 3 muestra que la mutación en el gen GIII que codifica para 
la enzima GOGAT es estable ya que no se encontró actividad de esta 
enzima en todas las velocidades de dilución probadas, 

De la gráfica 3 se puede observar también que la actividad de GS en 
esta cepa LA 	fué muy baja respecto a las cepas silvestre S288C 
y mutante RX2ApLV2, (0.060), en todo el rango de velocidades de 
dilución analizadas. Más aún, la actividad de GDLI en esta cepa 
LA1Apt.V1 tanto en estricta limitación de amonio como en exceso 
resultó siempre alta de 1.8 a 2.0 respecto a su contraparte silvestre. 
La Ilmáx aproximada para esta cepa fué de 0.25 lo que equivale a un 
tiempo de duplicación de 2.8hrs. 
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Gráfica 3. Actividades específicas de las enzimas GS (0), GDI-1-1,1ADPh 
dependiente (11), y GOGAT (a), en cultivos continuos de la cepa mutante 
gogat (LAIApLVI ), de S. cerevistae. El símbolo (1-) corresponde a la densidad 
óptica del cultivo en cada una de las D. probadas. Los datos son promedios de 
muestreos por friplIcado y se expresan como Itmol. mln-i.mg de proteína. 
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Corno se ha sugerido(13), la función de GOGAT en el leciclarnien10 de 
glutamina es aparentemente más importante bajo condiciens de 
limitación de amonio que en condiciones de exceso. 

En condiciones de limitación de amonio en la cepa silveslre S288C, Ira 
GS asimila este ión de manera eficiente (la GS tiene una mayor atinidad 
por el amonio, km < 0.2 mM, respecto de la GDI I, km 	1 mtvl), 
produciendo poca cantidad de glutarnina lo cual induce a su vez, la 
transcripción del gen estructural GLN 1 y por tanto, la actividad de GS se 
incrementa. La baja velocidad de crecimiento del microorganismo en 
esta situación demanda poco glutarnalo que a su vez puede ser 
proporcionado por la actividad de GDH presente (0.49 a D - 0.05/hr). 
La actividad de GOGAT encontrada en estas condiciones es baja. 

Por otro lado, dado que la actividad de GOGAT depende de la 
disponibilidad de sus sustratos, en condiciones de exceso de un ionlo y 
carbono a altas velocidades de dilución (D = 0.2/hr), la disponibilidad 
de sus sustratos derivados del metabolismo aerobio de carbono: MADI-1 
y ci.-celoglutarato esta disminuida por lo que su actividad disminuye 
generando en contraposición una elevada concentración inirocelular 
de glutamine y como consecuencia baja actividad de GS como se 
observa en la gráfica 1. (A altas velocidades de dilución se supone que 
el metabolismo es predominantemente anaerobio debido o una 
enorme disponibilidad de glucosa en el medio. A esto se le conoce 
corno efecto Pasleur). 

SI "esta hipótesis es cierta, entonces, en mutantes gil I (GOGA1 ), se 
esperarían ellas concentraciones intracelulares de glulamina y una 
muy baja actividad específica de GS ( la gluternina es un inhibidos de la 
transcripción del gen GLN I ). La demanda de glulámico para el 
crecimiento tanto en condiciones de limitación corno de exceso sería 
satisfecha por la GDH. 

De la curva de actividad de GS para esta cepa mutante mostrada en 
la gráfica :3, se puede plantear que la hipótesis anterior referente a le 
actividad de GOGAT pudiera ser correcta, ya que su ausencia en esta 
cepa glt1 permite, posiblemente, la acumulación intracelular de 
glutamina ya que casi no se encontró actividad específica de GS 
(0.060), tal corno se ha reportado para otras cepas de S. cerevisioe 
carentes de GOGAT creciendo en mairáz. (2, 4, 19, 30). 
NOTA: Hasta antes del presente trabajo no se habían reportado cepas 
mutantes en el gen estructural de GOGAT. 



En la gráfica 3 se observa que la actividad de GD11 resultó siempre calla 
a todas las velocidades de dilución probadas. Esto sugiere que tanto efl 
la cepa glf1 corno en la cepa silvestre (ver gráfica 1), la actividad de 
GOGAT pudiera también ser necesaria para salisfa(:er la demanda de 
gtutámico a bajas velocidades de dilución pero no a alias velocidades 
de dilución tal corno lo sugiere la baja jimáx encontrada paro la cepa 
RX2Apl..\/2 (ver gráfica 2). 

También se puede sugerir a partir de los datos de actividad de G011 en 
las gráficas 1, 2 y 3, que en condiciones de exceso de amonio la ruta 
de las enzimas GS y GOGAT no es reelevanle en la asimilación de este 
ión. Es la GD11 NADP1-1-dependiente la que principalmente lo asimilo del 
medio produciendo el giulámico necesario para el crecimiento del 
microorganismo. 
Los dolos de la velocidad específica de crecimiento máxima para 
cada una de estas cepas (aproximadamente 03/hr para la cepa 
silvestre, 0.2/hr para la cepa gdh., y poco más de 0.25/hr para la cepa 
gogat-, y de acuerdo a como han sido reportadas para cultivos en 
matraz), apoyan este planteamiento. (19 ). 



5.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION IN1RACEI ULAR DE 
AMINOACIDOS 

La ausencia de GD1.1 en la cepa RX2ApLV2 y la auseiwia de GOGAT en 
la cepa LA1ApLV1 sugería, de antemano, alguna modificación en la 
concentración intracelular de dinámico y glutamina. Se decidió 
entonces, determinar las concentraciones intracelulores de estos 
aminoácidos en las tres cepas de este trabajo en condiciones de 
limitación de amonio (0.1/hr), ya que es ésta la situación en la que 
comúnmente se desarrollan las levaduras en ambientes nenuyiles, 
como se discutió en la introducción. La siguiente tabla muestra los 
resultados obtenidos. 

Tabla 1. 

Poza Intracelular de glutamato a y glutamina 
cepa b  glu gin gln/glu ir 

S288C 0.25.i e 0.012 0.05 0.1 

gd1-11 0.440 0.044 0.10 0.1 

0111 0.114 0.066 0.57 0.1 

a, concentración expresada como limoles de aminoácidos por milidrnritn (le piotcília 

ID, Las mueslios funion 'amadas de un estado estacionado conespondienle o pi = 0.1 /hr 

C, los tesoltados mosliados son el promedio de hes determinaciones en m'ad() estacionan() 

Corno se observa en la tabla anterior, la ausencia de GOGAT en la 
cepa LAtApt.V1 provocó un incremento en lo concentración 
intracelular de glutamina respecto a la concentración intracelular de 
giulámico y, corno se observa en la gráfica 3, una baja actividad de 
GS. 

Aunque la demande intracelular de glutámico es cubierta por la GDH 
en la cepa Oil, la relación gluiamina/glutamato moslrada en la tabla 
anterior para esta misma cepa es más alta comparada con la relación 
glutarnina/giutemalo de las otras dos cepas a la misma velocidad de 
dilución. Corno se mencionó antes, la elevada concentración de 
glutamina aclua como una señal que inhibe la transcripción del gen 
estructural GIN I así corno la actividad de GS. (2, 19, 24 30). 



Se puede observar lambién que la relación glutamindialularnato en la 
cepa RX2Apt.V2 es mayor (0.10) que en la cepa silvestre (0.05), y si y,e 
considera que el valor de la relación giutarnindialutornala en la 
git1 es aún mayor (0.57), se puede concluir que, a rmily.4 relación 
glutamina/glulamato, y por tanto mayor concentración intracelutar de 
glutamina respecto de la del alu1dmico, menor actividad de GS. 



6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

En este trabajo se analizó brevemente la asimilación de «rmer 110 r-.)(:)r 
cerevisiae utilizando condiciones fisiológicos estables genr.-:,,,:rdas en un 
quimiosialo y, por primera vez, una cepa carente de actividad cic 
GOGAT. 

1.- En cuanto al papel de las enzimas involucradas en lir osimileciórr de 
amonio, la ruta de las enzimas GS y GOGAT es, efectivamente, más 
importante en este proceso cuando el amonio se encuentro limitante 
en el medio de cultivo, mientras que la rulo de la r.--;Dt1 es rwfis 
imporiante cuando se encuentra en exceso; en esta situación la ruta 
GS-GOGAT al parecer pierde reelevancia. 

2.- Los resultados obtenidos sugiéren, que en S. cerevisiae, la actividad 
de la enzima GOGAT podría ser necesaria para evitar que la alularnina 
se acumule intracolutarmente manteniendo adecuados niveles de 
transcripción de GL.N1 y de actividad de GS cuando el amonio sea la 
fuente de nitrógeno y sobre todo, esté escaso en el medio de cultivo. 

Como se ha discutido (7), en cepas silvestres de S. celevisicie una 
elevación de la concentración intracelular de glutarnina induce, 
además de una disminución en la actividad de GS, una alta relación 
ATP/ADP la cual modifica a su vez, el flujo de glucosa o través de la 
glucólisis y se favorece la utilización de glutamina en el metabolismo 
oxidativo, por tanto 

3.- La glutamina podría tener un papel central en la regulación tanto 
del metabolismo de carbono como de nitrógeno lo que justifica, 
asímismo, el análisis posterior del papel que pudiera tener también la 
GOGAT en la regulación del metabolismo de carbono en esta 
levadura. 

4.- Esta nueva función aquí propuesta para la GOGAT, tendría que ser 
considerada en función de otras condiciones fisiológicas de crecimiento 
que permitan, asimismo, valorar a otras actividades enzimáticas 
implicadas en el catcibolismo de glutarnina, por ejemplo: (1) amidaso, 
glutaminasas, transaminaciones, etc. (33, 34). 

5.- Finalmente, la existencia de una presecuencia H terminal en 
GOGAT inmadura sugiere una función más específico en algún 
comparlimienio memixanal (5, 21, 37), lo cual sería interesante también 
analizar. 



7. MATERIAL Y METODOS 

7.1. CEPAS 

Cepa silvestre de S. cerevisiae S288C (M/tT u, SUC2, ga12, CIIPI.. G01.11, GIMA, Gl.T1), 
adquirida del Cold Spring Hal bar Laboratory, New York, USA. 

Cepa de S. cerevisiae RX2ApLV2 (CN41 gdh1::URA3). Cepa mutante carente de GD11 
obtenida como se describe en la parte de resultados de este trabajo. 

Cepa de S. cerevisiae LA1ApLV1 (CN40 gil1t:URA3). Cepa mutante carente de GoGA1 
obtenida como se describe en Cogoni, et al. (5). 

7.2. Construcción de la cepa RX2ApLV2, (gdh"), de S. cerevisiae 

La cepa RX2ApLV2 se construyó mediante interrupción del gen estructural C01-11 en la cepa 
haploide; RX2 la cual, a su vez, se obtuvo mediante cruza de la cepa R757 (Mal ut. his3, ina3) 
con la cepa X2180.1A (Mala, SUC2, mal, URA3, gaI2, CUP1), adquiridas ambas del Yeast 
Genetic Stock Center. Se diseñaron dos d-oligonucleólidos para poder amplificar, mediante 
PCR, un fragmento de 800 pb de la secuencia nucleotidica del gen GD7N de S. cerevisiae 
reportada por Moye y Nagasu (25, 26). El producto de amplificación se utilizó a su vez para 
dirigir la recombinación homologa en el germina de la cepa RX2. 
La sonda a: 5' TCAACAAGCTTACGAAGAAGTTG 3', complementa a una región que codifica 
la fracción N-terminal, y la sonda b: 5'GGGGATCCAGCACTGGAAATATCAGCGAC 3' 
complementa a la región central del gen de la proteína GDH-NADPH dependiente. Se 
agregaron sitios Hindi,' y BamHI al extremo 5'de cada uno de los d-oligonucleótidos. La 
amplificación mediante PCR se realizó utilizando DNA genómico de la cepa silvestre S288C. 
La reacción de amplificación se efectuó en un Thermal Cycler, Perkin Eltuer, con el siguiente 
programa: desnaturalización a 96 °C por un minuto, alineamiento a 55 `)(..: por un Aullado, y 
elongación a 72 °C por tres minutos, durante 50 ciclos. El producto de amplificación se donó 
en los sitios Hind111-BareHl del plásmido integrativo Ylp5 que alberga el gen tJRA3, para dar 

plásmido pl.V2. Este plásmido se linearizó con Bgll, quedando en un extremo un 
fragmento de 334 bp, y en el otro un fragmento de 450 bp de la región parcial utilizada del gen 
GDH1. Este,plásmido linearizado se usó para dirigir la recombinación homóloga en el germina 
de la cepa RX2 y, seleccionando prototrofia a uracilo, obtener la cepa RX2ApLV2 (OIL 
GLN1, GLTI. URA3). 

7. 3. CULTIVO CONTINUO 

Para el cultivo de estos microorganismos se utilizó un quimiostato modelo BioFlo 1 (New 
Brunswick Sci. Co), con un volúmen de trabajo de 600 ml. El medio de cultivo se elaboró de 
acuerdo a la fórmula de Difco, Labs. (Detroit, Mi.), conteniendo sales, elementos traza, 
vitaminas, glucosa al 2% (p/v) como fuente de carbono y (NH4)2SO4 como fuente de 
nitrógeno. 

PROCEDIMIENTO: 

1.- De un placa reciente de S, cereViSi130 en medio mínimo tornar una asada e inoculada, en 
condiciones de esterilidad, en el vaso del quimiostato conteniendo el medio de cultivo. 
2.- Iniciar el bombeo del medio a diferentes velocidades de flujo o dilución (30 a 180 mlihr), e 
Iniciar el flujo de aire (1000 mlhain), Agitar el cultivo a 400 rpm, El pH del cultivo monitoreado 
continuamente mantuvo un valor aproximado de 3.0. 
3.- Cambiar la concentración del (N1-14):  SO4  en el medio de 1 mM, a 2mM y/0 5 mM conforme 
se requiriera para soportar las diferentes velocidades de crecimiento. 
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'4.- Ajustar las diferentes velocidades de crecimiento específicas (p), manipulando las 
correspondientes velocidades de dilución, D (hr-1). Generalmente se requieren de 3 a (3 
volúmenes de reposición del cultivo para obtener un nuevo estado estacionario cada vez que 
se requiera una nueva velocidad de crecimiento. 

7.4. Extracto tibie de células 

Los extractos libres de células (extracto celular) para la determinación de las actividades 
enzimaticas y de proteínas totales se obtuvieron por el método descrito por Gonzales, et al. 
1987 (9). En términos generales: 
1.- Tornar una alícuota de 50 a 100 ml, dependiendo de la densidad óptica del cultivo, y filtrar-
a través de una membrana Millipore de 1.2 pm al vado. 
2.- Lavar la muestra con dos volúmenes de agua destilada, removerla con una espátula y 
resuspenderta en un tubo de ensaye conteniendo 1 ml del amortiguador de extracción GDH-
GOGAT o GS según fuese el caso, 
3.- Agregar suficientes perlas de vidrio, tapar el tubo con papel par atilrn y agitar 
rnecanicamente tres veces, en Vottex, de dos minutos cada una y a 4"C. 
4.- Separar el extracto con una pipeta pasteur y depositario en un tubo eppendod, centrifugar 
a 14000 rpm por 15 minutos, recuperar el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo y 
utilizarlo en el ensayo de la actividad enzimatica correspondiente y en la determinación de 
proteínas totales. 

7.6. DETERMINACIONES ENZIMATICAS 

a) Glutamato destildrogenasa NADPH-dependiente 
Coctel de ensayo GDH, pH 7.8 

Reactives 	Concentración final 

K2HPO4 p1-17.8 	100 mM 
rt-cetoglutarato 	3.0 mM 
NH4CI 	 50.0 InM 
N4DPH 	 130 41 

Coctel completo GDH 

Preparar una solución amortiguadora de fosfatos, 100 mM, pH 7.8. (mezclando soluciones 100 
mM de K21-1PO4 y KH2PO4), y en 160 ml de esta mezcla disolver los siguientes reactivos: 
ipcelogiutarato.K   0.1006 g 
NI-14C1   0.4882 g 
Ajustar a pH 7.8 con solución ácida o básica de fosfatos y aforar a 180 ml con la tuezia de 
fosfatos pH 7 8. 
Repartir en alicuotas de 15 ml en tubos Falcon, Congelar. 

Coctel control GDH 

Como para el coctel completo, en una mezcla de fosfatos pH 7.8 preparar una solución sin 
celoglutai ato y otra sin amonio que serviran como controles de la actividad de GDH. 
Repartir en alícuotas de 15 ml en tubos Falcon, Congelar. 



Ensayo do actividad 
1.- Directamente en hes celdas de espectrofotomeiro colocar 985 pi del coctel completo, 
control sin amonio y control Sin ir-colegir:1ml°, respectivamente 
2.- Antes de correr el ensayo, pesar exactamente 500mg de NADPH y disolverlos en 0.5 mi de 
agria. Agregar 15 pl a cada celda, disolver. Volúmen final 1 mi. 
3.- Iniciar la reacción agregando a cada celda 5 pl del extracto celular, mezclar bien con ayuda 
de un trozo de papel parafino y leer la disminución en la absorbancia del NADPH a 340 roo 
4.- El ensayo con el coctel completo puede hacerse por duplicado. Penenh el ensayo utilizando 
10 o 15 pl del extracto libre de células ajustando el velamen de los reactivos a I ml de 
volomen final. 
5.- Registrar los datos y calcular la actividad enzimatica especifica como sigue: 
Actividad específica (U/nig) = m/622/v/mg 
donde: ni, es la pendiente de la curva de disminución de la 	absorbancia del NADPH, 6.22, 
es el coeficiente de extinción molar del NADPH, v, es el 	(lo la alícuota del extracto 
celular y, mg, son Ion miligramos/mi de proteínas totales del extracto cendal». 

b) Giufamato sigilosa 
Coctel do ensayo GOGAT, pH 7.0 

Reactivos 	Concentración final 

K2HPO4, p11 7.0 	100 mM 
ir-celoglutaralo 	6.0 mM 
1...glidamina 	 6.0 mM 
NADH 	 180 pM 

Coctel comí/ido 
Preparar una solución amortiguadora do fosfatos 100 mM 	7.0 
(mezclando solubles 100 mM de K2HPO4 y KH2PO4) y en 340 ml disolver los siguientes 
reactivos: 
or-cetoglutarato.K 6 mM 	 0.405 g 
1.-glutamina 	6 mM 	 0.321 
Ajustar a pH 7.0 con solución ácida o básica de fosfatos y aforar a 360 ml con la mezcla de 
fosfatos pH 7.0. 
Repartir en alicuotas de 11 ml en tubos ralean 
Aparte, justo antes de iniciar el ensayo pesar 0.0015 g de NADH y disolverlos en una alícuota 
del coctel previamente descongelada a temperatura ambiente. 

Azaserina 50 rrlM 
Azaserina   0.0432 g 
H20   5 ml. Congelar 

Ensayo de actividad 
1.- Como para el ensayo de GDH, colocar en tres celdas O00µ1 del coctel GOGAT, aforar con 
100 pl de agua en las dos primeras, y agregar en la tercera 100 pl de azaserina (inhibida 
específico de GOGAT). Volornen final 1 ml. 
2.- Iniciar la reacción agregando 20 gil del extracto celular y determinar la disminución en la 
absSorbatirla del NADH a 340 tiro especlrofolométricamenfe. 
3.- Calcular la actividad específica do GOGAT como para la GDH. 
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c) Glutamino sintetasa 
Coctel do ensayo de GS, 1)11 6.4 

Reactivos 	Concentración final 1X 

ADP 	 0.75 ruM 
L-Glutamina 	 35.0 mM 
NH4OH 	 8.75 mM 
Na2As04 	 17.5 mM 
MnCl2 	 2.25 mM 

Preparación del codo) GS 
En 45 ml del Amottiguador de ensayo GS hacer las siguientes soluciones: 

1.- ADP   0.1539 g 
2.- L-Glirlarnina   2.3010 g 
3.- NH4OH   0.2763 g 
4.- Na2HAs04   2.4570 g 
5.- MnCl2   0.2003 g 

Solución coctel GS, 1X 
Mezclar 2.5 rol do las soluciónes anteriores en el orden indicado en tm Vaso ríe precipitado y 
aforar a 25 ml con agua. Depositar 2 ml de este coctel cn tubos do 10x100 y llevar a 3000 en 
antes de iniciar la reacción. 

Amortiguador de Ensayo de GS 
Tris-Acetatos 50 mM   2.7180 g 
EDTA.K 	0.5 mM   0.0469 g 
/12.0   250 ml 
Ajustar a pH 6.4 con Trizma base, Filtrar en Millipore 0.22 pm 

Solución do Paro do GS 
HCL (0.5 N)   10.23 ml 
H20   250 ml 
En esta solución ácida disolver los siguientes reactivos: 
TCA 	(0.25 M)   10.212 g 
(Ac. tricloreac.ético) 
FeC1.3.6H20 (0.2 M)   13.515 g 
Filtrar tres veces con papel Whatman y una vez con Millipore de 0.22 11111, 

Ensayo de actividad 
1.- En seis tubos de ensaye 13x100 a 30 °C en bah alada, colocar 2 ml del coctel G1.3, IX. 
2.- Iniciar la reacción agregando 60 pl del extracto celular cada 30 seg. 
3.- Parar la reacción del primer tubo uno o dos minutos después de iniciada con 1 mi del 
reactivo de pato do GS. 
4.- Parar la reacción de los demás tubos de la misma manera pero a los 5, 10, 15 y 20 
minutos ( o 25 minutos si fuese necesario). 
La reacción del sexto tubo pararla Inmediatamente después de agregar el extracto (Tubo 
control). 
5.- Centrifugar a 2000 rpm por 5 minutos y, procurando no resuspender el precipitado, 
determinar la absorbancia del complejo formado a 550 am. 
Calcular la actividad enzimática como sigue: 

Actividad especifica (U/mg) r: ID X 0.35/V/1119 
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donde: in, es la pendiente de la curva de aumento de absorción del complejo tramado 
(D.Ohnin), 0.35, es el coeficiente de extinción molar del complejo formado, v, es el volianen 
de la alícuota del extracto celular y, mg, son los miligramos/ml de proteínas totales del 
extracto celular. 

Amortiguador de extracción G01-1-GOGA T 
EDTA 1 mM 
DTT 	1 mM 
PMSF 1 rnM 
TLCI< 	50 ngiml 
Ajustar a p1-1 7.5 con solución ácida o básica de fosfatos 100 mM y aforar a 45 ml con 
mezcla de fosfatos 	7.5. 

Amortiguador de extracción de GS 
Preparar una mezcla de K2HPO4/K112PO4, 5 mM, pl1 7.2, y en 40 tul disolver los siguientes 
reactivos:  
FOTA,2K, 0.5 mM   0.0084 g 
K2SO4, 50 mM   0.3960 g 
Ajustar a pfl 7.2 con solución ácida o básica de fosfatos 5 mM y aforar a 45 ml con la mezcla 
de fosfatos p117.2. 

7.6. DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES 

Preparar las siguientes soluciones para el método descrito por Lowry, 0. 4,1951. (18), 
Solución A 
1.- Na011, 111   4.0 g 

Agua c.b.p.   100 mi 
2.- Na2CO3, 2% 	  2.0080 g 

Solución 1   100 ml 
Solución 

Tartrato de sodio-potasio 
(C4H4NaO 6.4H20), 2%   2.7127 g 
Agua c.b.p.   100 mi 

Solución C 
CuSO4.5H20, 1% 	 1.5817 g 
Agua c.b.p.   100 mi 

Solución A,B.C, de Lowly 
SOltleláll A: 98 (98%) 
Solución 0: 1 (1%) 
Solución 0: 1 (1%) 

Solución de Folio & Clocalleu's 
Solución de Folfn & Clocalleu's   4 ml 
Agua c.b.p.   4 mi 

Stánder de Albúmina (BSA): 10 mg/ml 
Cada microlitro de solución stándar contiene 10 lig de BSA 
Pesar exactamente 0.01054 g de BSA y disolverlos en exactamente 1 ml de agua. 

En una celda de cuarzo a 280 nm (luz tJV): 
10 mg/mi equivalen a una D.O. de 0.660 de absorbancia 
una solución 1:10   0,066, y 
una solución 1:100   0.006 



7.7. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES INTRACELULARES DE 
AMINOACIDOS. 

Del cultivo continuo en estado estacionario, tomar una alícuota de 20 a 30 ml y separar en dos 
volúmenes iguales. Filtrar uno de ellos utilizando membranas Millipore de 1.2 prn, remover el 
filtro de su soporte con los células e introducirlo en un vial conteniendo 5 nit de etanol al 80% 
precalentado. Calentar a ebullición en baño maria por 10 minutos, retirar el filtro tibie de las 
células, tapar el vial y guardar a -20 °C. Filtrar el otro volumen de la misma manera que el 
anterior, retirar el filtro del soporte e introducirlo en un tubo de centrifuga conteniendo 2 mi de 
TCA al 5%. Guardar a 4 °C por 24 horas, neutralizar con 1 mi de Na01-1 1N, me7clar, separar 
las células mediante centrifugación a 2000 rpm por 5 min, descepar el solm (lindante y 
resuspender el paquete celular en 1 ml de agua destilada. Utilizar esta suspensión para la 
determinación de proteínas totales. 
Las concentraciones intracelulares de glutamato y glutamina se determinaron por el método 
de Gonzáles et al.(9, 13). 
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