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1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades sobre Saccharomyces cerevisiae

Saccharomycas s puede traduc literalmente conw "iengo el
azvcar” en relerencia a sy capacidad para fermentar azucoras, Liversas
especies de Saccharomyces han sicdo emplaccdas por el homibre, enlre
las mas importantes se encuentran; S corevisiae y S elfipsolicdeus, la
primera se uliliza en la fabricacion de pan y la olra en la produccion de
alcohol. Pertenecen a la division eumicota y o fa close de fos
ascomiceles en el reino fungi. Se encuenlran abundantemente en
fivtas maceradas, remolacha de azdcar y malta ysada para o
produccion de cerveza, (1)

Las levaduras del género Saccharomyces han sido cotaciatizadas
genélica y bioguimicamenle con mds de 900 genes muapeados
aclualmenle, crecen bien en medios sencillos semisoliclos y liquidos,
flenen un liempo de duplicacion de 90 a 120 minulos y pusden craca
coma organismos diploides o haploides (su conlenido dia DHA purlec
haploide es 3.5 veces mayor que el de E. coli). Puaden adaplaise o
ambienles aerobios o anaerobios ya sea en malrdz o en cullivos a gran
escala. Muchos de sus procesos celulares estan conservados enlre Jas
diferenles espacies eucatiolicas lo que las hace elegibles para abordar
una enorme variedad de problemas en 1a biologia molecular de os
eucarioles, Su genoma haploicle  liene un lamafo aproximeado de 15
rmegabases y esla organizado en 16 cromosomas lineales de 200 a1 2200
kb, Por tanio, su cromaosoma mds largo es aon cien vaces mas pacuelio
gue el cromosoma mamifero promedio o que ha permitido la
manipulacion y andlisis defaliado de su esiruciura y funcidn, Los origenes
de replicacién (ARS elements), 1os cenframeros (CEN alements), y los
lelomeros que son fos lres principales elementos requanidos para 1o
funcion cromosamica, han sido clonados vy ulilizados en I consliuecion
de cromosornus  arlilicidles que han  permilido  clonar grandes
segmentos de DNA de mas de 400 kb de olos sisternas bioldgicos,
(vectores lkanzadera levadura/E. coli),

Conlienen ademds, lodos los principales organelos  erbranciles
subcelulares  hallados en los eucarioles supetiores st coma un
citoesquelefo caracleristicos, aunque a nivet de niclen no conlienen
la histona 1. Los RNA mensdjeros muesfran fas modificacionss
carcletislicas de los RNAs mensajeros eucarioles lales comao una melil
G en el exlremo 5" v una cola poli A en el 3", Solo unos cuanlos genes
contienan infrones y secuencias de DNA repelido (secuencias alu). Un
caraclenstica adicional que presentan eslos microorganismos as
procesamicnlo  proleclilico de proteinas  precursoras en produclos
funcionales acopladas recuentemenle ala secrecion. (1, 10, 16, 29}



1.2 Cinélica det crecimiento microbiano.

HM. Ward (1985) Tué el primeo en deleminar los liempos de
duplicacion de las bacletias y en describit una curva de crecimiento
rudimentaria, 1eparld  ademds,  que  factores lales  como i
lemperatura, oxigeno, naluraleza y concenfracidn de los nubimentos,
luz y sustancias antiséplicas influyen sobre el aecimiento de un
microorganismo. Se Idenlificaron posleriormente, las cilzrentas fases de
la curva de aecimiento y se enfalizd mucho en el asludio de la fase
“lag". Para finales de tos 40's se sabia yd que la produccidn microbiana
lolal eslaba determinada por la naturaleza y concentiacion minima
crifica de un Unico sustrado, Con el frabajo de J. Monad en 1942 se
impulsd el estudio de la cinélica del cracimiento microbiano que
culmind con el dasairolln del quimiostalo y la obtencidn del estado
estacionario (sleady-stale) en "cullivos conlinuos” por Movick y Szilord
mediados de los 50's. (6, 27, 29, 32)

La manera mdas comun de obltener y analizar ef crecimienlo microbiano
es inoculando una deleminada cantidad del mictoorganismo de
interés (No) en un malrdz conleniendo un  medio de cullive de
composicion definida (cullivo en lole o en balch), y midiendo la
densidad de la poblacidn microbiana (N}, que se incremenlta en
periddos cortos tiempo (). De esla manera se obliene un lipica "curva
de crecimienlo” en la que se pueden observar diferentes elapas o
lases de crecimiento que rellejan dilerenles eslados funcionales y/o
fisloldgicos del microorganismo, (ver Fig 1).

La  fase de amecimienlo  exponencial se  pusde  considerar
melabdlicamente uniforme aunque su duracion  no es prolongada y
estd influenciada por fases variables (fase lag y fase estacionaria), La
ascacez de algun nulimento en el medio de cullivo es una de las
principales causas por las cuales las células inhiben su crecimienio en la
fase eslacionaria. Una manera de prolongar el crecimiento  del
microorganismo es agregar el sustralo imitante cuando ésle se vaya
agotande (cullivo feed-balch) o, para que no exislan variacionss en el
volimen el cuitivo ni acumulacion de olros produclos, la alimeariacian
continua es acormpanada por una remocion conlinua de cullive por o
que podia obtenerse un "cultivo continuo” en el cudl, s las condiciones
ambientales no cambian con el tiempo, podict establecarse un "eslado
eslable o eslacionano”  (steady-siale), donde las  propisdades
melabdlicas de las células estan lo mds cercanamenta uniformes y
suceplibles para que al o los efeclos de una alleracidn ambienlal
aspeciflica sean adecuadamenie analizados.
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Fig. 1 Cuva de crecimiento mictoblana

tn la tase de crecimiento exponenclal, la velocidad de crecimianlo
puede ser calculada de la siguiente manera:

..... ’

-------

.......

.......

......

-------

dN/di =v.
Dividiendo ambos lados por T, leneros:
AN/NE = viN =
por lo que
adN/di = uN
dande i es la velocidad de crecimienio
especifica.
Separando los 1éminos y reaireginancdo:
db/N = pdl
[ = pfdt
NN = pl +C

y obieniendo anlilogariimo nalual, tenémaos
M o= enltt C

rearteglando
M= il aC

y linalmenie



D o= Hoeh
O en sy expresion lacarifmicear:
100 M= InNo + pld

Esta exprasion s andloga a la ecuacion de una recla en donde al
graficar InN cordrat, No corresponde a la inlersecaion con el @je de las
ordenadas, es deci, al ndmero inicial de mictoorganismos y e ala
razon de cambio o pendiente de larecta, es dacir, a la velocidad de
crecimiento especifica. s debido a la ecuacion 10 que la fase de
crecimiento exponencial comunmenie se denomine "lase log™ lo cual
no es del fodo cormecio,

Se sabe por ohio lado, que p estd en funcion de la naluraleza y
concentracion del suslrato nubritive "', (Esta es ta principal conlibucion
de J. Monod a la teoria del crecimienio microbiano).
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Fig. 2 Dependencla de la velocldad de crecimlento especilica respecio a la
concentiacidon del sushrato nuliitive (J. Monod, 1942)



Enda expresion:
[ o= pmdx S/ ks 1S

ks (constanie de saluracion del sustralo ) conesponde 172 pmidecy
eslablece un limite en la vlilizacion y en la velocidad ce cracimiznto
en ese suslrale, y pmdax es la velocidad especifica de carecimiento
maxima.



1.3. Cullivo continuo en el quimiostato

Bl cullivo conlinuo as bidasicamente un mélodo parc prolonaon 1o fose
de crecimiento exponencial de un microarganismo, Lo focnica
consisle en i alimenlacion del cullivo microbiano con sustiatos fieseos
v al mismo liempo en la eliminacion del medio gastado mdas celulas
producidas, de tal modo que los diversos factares que aleclan las
propiedades de=l cultivo permanezcan conslantes con el Hempo:
volumen del cullivo, concenlracion  callar,  concapliacion  da
productos, pH, lemperatura, oxigeno disuelto, efc. { ver la siguientes
figura). A esia condicion se le conoce comao eslacio estable o eslacdo
estacionario {steady slate). Si el microorganismo es estalile, es dac,
no esté sujelo a mulaciones espontdneas, entonces el sislema pude
manienarse funcionando por largos periddos de tiempo.  La veniaja
de 1al sslema es que la masa celular y olros producles pueden sé
producidos bajo condiciones ambientales optimas y conlolacas.
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Para la formulacion del modelo matomdlico es necosanio hoce
algunas consideraciones;

1.- La velocidad de dilucion, D, no debe ser tan grande que provoque
4 . ' y e ’ ’ .
lcr eliminacion o lavado de las células de la camara de cullivo.

2.- La aporlacion del susirato limitante a la camara cle: cullivo debe ser
suficientemente  rapida para que los microorganismos  arazean
normalmente. -

3. [ cullivo microbicno debe eslar bien agitado a maodo de no existi
variaciones espaciales en las concenlraciones del sushhalo o de los
microorganismes,

Cuando et quimiostalo esta en un sleady-state, exisle un halance de
masa a través del sislema, es decir, el flujo del medio enfrante hacia el
vaso de cullive iguala al flujo de salida del cullive, La formacion de
nueva biomasa on el medio es el resulfade de la adicidn de
nuliimentos lrescos y esld balanceada por fa pérdida de biomasa en
I puerla de salida, consecuentemente, la biomausa on el vaso de
cullivo permanece conslante.

Escribizndo una primerd ecuacion de balance ulllizando la ecuacion 1
del crecimienlo microbiano, y para un inlervalo infinitesimal de tiempo,
dl, el balanca para fodo el cullivo serd:

12, e VAN = VuNdl - FN di
donde F es la velocidad de flujo o
de adicidn del sushato imilanka

Pividienclo enlre V, (volimen del cullivo)
130 e dNJdAE == (- DN

donde D es la velocidad de dilucién: F/ V, y es la dnica variable en el
sislema.
En el steady-slale dN/dt =0, por fanto, la ecuacion anlerior queda:

14, .. 1 -D=0 ofinalmenie; =D

Fslo as, se alcanza un eslado eslable o "steady slale”. De ol manera
que conlrolando "0 se puede controlar una velocidad aspeciticeo de



crecimienlo delerminada y con ello un estado fisioloaic o dependienie
exclusivameanie de S.

En té&minos fisicoaquimicos se puede decir que un steady slale es ol
en el que las propiedades inlensivas del sislemct son invariablas con al
tiempo considetando que el quimiostalo es un sisternec lenmaodindmico
abierlo,

Existen, asimismo, varios tipos de cultivos conlinuos siendo of que se
eleclia en el quimiostato del lipo homogéneao v de una sola elapa, €5
deair, donde crace solo una cepa microbidana en un unice bioleactor,

(1,6, 10, 14, 29)



1.4. Metabolismo de compueslos nilrogenados

Las propiedades de cualquier microorgemismo esfan delerminodos
finalmente por ks caraclerislicas de su genoma el coal llevar fo
informacién necesaiia para que éste sea una unidacd funcional y e
proporciond  fa  capacidad  para responder a os cambiog del
microambiente  donde se  desanoila  (variacion  fenolipical. Un
microorganismo con un genolipo dado es con mucho un proclucio de
su ambienle, y es valido por fanto, hablar de la composiciin ouimice
de un microorganismo asi come de las condiciones ambicntales aus o
produjeron,

De los estimulos ambientales que mds cominmente influyen  sobre las
propiedades de los microorganismos, fa limilacion nuticional es ko aue
genera mayores carmbios en su eslructura y funcion, de ahi cue por
entendar el comporlaminelo  del microbio an o naturalera se
necesario entender primero su respuesta a la disponibilidad y lipos de
susiratos alimenticios. Esta respuesia se refiere a la capaciclod que fiene
la célula microbiona de crecer fan rapido como sect posible y producil
material celuldr (biomasa) con un factor de procuccion maxirmno a la
mas baja concenlracion del suslrato limilanfe. Bsta respuesia puede
dorse de ties maneras:

1.- Aumentando la velocidad de incorporacion o enlrada del sustialo
imifante a fravés de la membrana plasmdatica, 1o cual  logra
incrementando la sinlesis de los sistemas de  fransporte  exislenles,
modificancio su estruciura terciaria (cambios en fa km o en su Vimidix), o,
induciendo la sinlesis de ohios sistemas de transporie con muche mayor
dfinidad por el suslrato limitante.

2.~ Inctementando la velocidad de incomporacion del sustralo a alguna
ruta meltabolica, Fslo se logra ya sea incremenlando la sintesis de las
enzimas involycradas en su lransformacion inicial o induciency ia
aclividad de rutas metabdlicas alfernas de mayor afinidacdd.

3.- Rearreglando la composicidn quimica de las esinicluras celulares, Fs
dech, reorientanclo el flujo de melabolitos que conlengan al sustrato
limitanle,

Bajo este esquema, y especialmente enfocado a las levaduras, ¢l o los

compuesios orgdnicos nilrogenados que sean metabaolizacos lienen
asi lres posibles deslinos:

10



aj Pueden ser incorporados por fas células sine modificasion s s
conliiuyenles  celularas, por ejemplo,  incorporando cliraciamenls
algunos aminodcidos en las proteinas, elc,

L) Pueden sor degradados por la célula liberandn el nilidaeno
(genatalmenta aungue no siempre como amaonia) y ser tsaclo para a
sintesis de olros compueasios nifrogenados celulares, o

c) Bl carbono que conlicnen estos compuesios puada ser ulilizads con
propdsitos biosintélicos o energélicos,

Lo mayoria de 1os esludios sobre la asimilacidn de compuedos
nifrogenados se: han llevado a cabo ulilizando compueslos sencillos y
inlcos en el medin de cullivo, Vale la pena mencionar que on
ambienies nalurales donde cominmente se desanollan las levachras:
matlfa, macerados de cana de azocar, frulas, elc. (que conlienan muy
poco amonio libre), vatias fuentes de carbono y niltdgene pusdon
presentarse simulldneamenta, £s por esta razon por la que la mayolia
de los experimenios cuyo objelivo es analizar el melabolizmo de
nirdgeno se centran prefereniemente en la asimilacion v melabofismo
de amonio. (1, 16).

Muchos compuesios pueden ulilizarse como fuente de nilrdgeno: Oy
L-aminodeidos, hases nifrogenadas y derivados, melitaminag, colina,
elilamina, bencilamina, p-aminoisobutirato, elc. la fransferencia del
grupo amino (-NH,) de eslos compuesios a un aceplor e-celodcido,
principaimente o-cetoglularalo (reaccion de ransaminacion) produce
glulamalo y sy subsecuente amidacion produce glulaming, ambos
importanies intermediarios del metabolisimo nilrogenado (ver reacaion
1,2y 3. Es posible lambién que el grupo amino de estos compuesios
sed liberado ol cllosol donde se uliliza direclamente en la biosinlesis de
giutamato via la enzdma glutamato deshidrogenasa, GDH MADPH-
dependienie (reaccidn 1), Por olro lado, el gluldmico y la glulamina
pueden acumularse en la célula o ser reulilizados en la biosinlesis de
olros compuestos niltogenados que demande el meiabolismo celuiar,
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Fig. 4 Metabolisme de nilidgeno en §. cerevislae




La incarporacion de amonio en la mayotia de fas levadurog yboctonios
srocede, por fanto, por dos rulas bien eslablecidos: o rola de o
alulamato deshidrogenasa NADPH-dependiente (GO

Lo MHgY v deeslogiutarato + NADPH > Glutamato

y la wla de la glulamino sintelasa - glulamato sintase HADYH
dependiente [CGIN]y Gl respeciivamenie)

2. NHg" 1+ Glulamalo + ATP 3 Glalamiine

3. Glulamina +a-celogtularato -+ NADH > 2 Glulamiato

n ambas vias el inlermediaio generado es el glulamalo.

Bajo esle esaquemca podrian plantearse algunas pregunias:

sFor quér estos microorganismos necesitan dos rutas pora lor asithilacion
de amonio o para la biosintests de un mismo comypiuestod. sCdmn se
regula la expresion de estas dos rutas melabholicas?,

La esirolegia para abordar el andlisis de este mod=to biologico &

manitener a una poblacion microblana creciendo conlinuamente en
condiciones sostenidas de limitacion nulticional. (10, 16).



1.5, Enrtimas involucradas en la aslmilacion de amonio en
Saccharomyces cerevisiae.

La glulamato  deshichogenasa NADPH-dependiente, (Fol 101 A),
codificacla por el gen GDHI, liene un peso  malecujar oo
aproximadamente 54 000 D y es la principal via de asimilacion ok
amonio en la mayoria de los microorganismos.

La disponibilidad de los precuisores para la biosinteds del glulanico:
amonio y a-cetoglularato, regulan la actividad de 1a enzima. Mazon,
M. [20), demaostrd que en condicioneas de severa imitacidn nulicional,
particularmente de compuestos de carbono, la aclividdad de GO se
inhibe maediante un mecanismo que involucra una 1apida protedclisis,
mientras gque su contraparie calabdlica la glulamato deshichoganasa
NADPY dependiente, codilicada por el gen GDH?, (reaccion 4, asid
regulada or mecanismaos de fosforilacion dalosforilacidn
dependlentes de AMPc. Fl crecimiento en allas concenfraciones e
amonio induce I expresion de GDHI que a su ves puade ser inhibida
rapidamenie al adicionar glulamico en el medio. (12, 20, 25 ).
Magasanik, B. (22}, ha senalado que cepas mulanles carenles e
aclividad de GDI NADPH-dlependiente y GOGAT son capaces de
crecer muy lentamente en amonio como Unica fuente de nilidgeno
indicando que probablemente la aclividad de olra enzima GOH NAD-
dependiente esle involucrada en asimilarlo bajo esas condiciones. La
GDH NAD-dependiente caldliza la reaccion inversa en condiciones
normales de crecimiento:

4. Glulamalo + NAD?T -y NHgt  + a-celoglulaalo

La mayor proparcion de NAD que de NADH y de NMADPH que de FADP
en el cilosol asequra que las reacciones anleriores (1,2,3,y 4) se lleven
a cabo de la maneta descrila,

Por ofro lado, la enzima glulamino sintelasa, (EC 63120, de
Saccharomyces cerevisice es una proteing eshrucluralmente parecida
a la GS bacletiana. Bl gen GINTde §. cerevisiae codiflca una profeinag
de 370 aminodcidos (mw, 42 000) v la enzima acliva asta compuesia
por 10-12 subunidacles (24). Leqrain, C, (17), demosld cue la aclividad
de GS se inhibe por una acumulacion infracedutar de glulaiming
finactivaclon reversivle por relroalimentacion), es decir, as alla en
cultivos creciendo an gluldmico como Unica fuente cle nittdaaend y
baja rapidamente al adicionar glutamina al medio de cullivo,



ta enzima sa inactiva fambién por dagraclaciaon paolealitioa on
condiciones de saevera deptivacion niltogenada madiodbo ol peonecs,
por modificacion de 1os grupos sulfhidiilo de la enzima (ineclivecion
ireversible), (17,19, 23, 24, La presencia de GS se dalaming chsoyando
su actividad de sintelasa de glulamina y de glulaming orsterasa, fa
primera se ensaya con glutamato mas APy la velocidacd de
fosforilacion del glulamalo se evalda mediante la reacciin de este
compuesto  con  hidroxilaming; la seqgunda so ensaya wliizando
glutamina, ADF, hichoxilamina y arsenalo (ver Maolerial y o Médndos),
Cullivos de cepas carentes de  aclividod de  glutaming sinfelasa
creciendo en amohio como Unica fuente de nilkdgenao reticnan 1o
aclividad de transferasa i vifio indicando que es la concantanion
infracelular de glutamina y no la de amaonio la responsable de e
su actividad. (2, 19, 23, 24)).

Por ollimo, muchos lrabajos han reporlacdo cepas de 5 corovision
carenles de aclividad de GOGAT NAD-dependienle (FC 1.41.04) v
descrilo su puilicacion parcial, (8, 12, 13, 31). Redienlemeante an asle
laboratorio se publicd la puilicacion y secuencia de arminoddidaos de Ja
porcion M-terminal de la proleina y se demoshd que se fimla de un
homotrimero de masa molecular. de 600 000d, muy similar o las GOGAT
de planias. (5, 8). De la secuencia de aminodcidos deducida de la
secuenciacion parcial del gen estructural se ha descrilo una pre-
sacuencia N-ferminal que podria ser importanie para su localizacian en
dlgun compartimento membranal, posiblemente vacuola. (5, 21}




2. ANTECEDENTES
La glutamina es el intermediario clave en la ulilizacion de nihdgeno.

Con cualquier luenle de nittdgeno incluyando amonio (MHC) o enzina
GS proparciona  la  glutamina  necesaria para la biosindess e
nucledlidos de putinga y piimidina y para o biosintesis ce alepomos
aminedcidos. Las cepas muianies ginl son auxotrofos de glufamine,
Hnivel de aclividad de la enzma es baja en medios suplementados
con glulamina v se incrementa 50 a 200 veces cuando al alularica es
la Onlca fuente de nilrdgeno. Cuando las células crecen an amonio la
aclividad de GS es aproximadamente un cuarfo de la oblenida en
gluldmico como Unica fuenle de nilrdgena, Al perecer, la glularmine
inhiba la aclividad de sintetasa de la GS medianie una maodificacion
covalenle da sus grupos sulfhicilo provocdandole una iharememnlacks
lermosensibilidad. (19).

La expresion de GINI responde a la disponibiliclact de glutarmina y esta
requlada a nivel de hranscripcion, Olros estudios reporfan que «
incremento  en la expresion de GINT responde o las bajos
concentraciones  inlracelulares de nucledlidos de puinas y - del
amineacldo histidindg aunaue no en el mismo grada come oyands se
presenta deficiencia inlrocelular de glutamina. (17,19, 23).

En E. coli, GS y GOGAT paiticipan en la asimilacion de amonio.

En bacterias, particularmenle en E.coli, las enzimas GDH, G5 y GOGAT
parlicipan en la biosintesis de glutamico y glutamina, y por lanloe, en o
asimitacion de amonio. Especilicamente, GS y GOGAT asimilan amonio
cuanda sy concenlracion en el medio de aullivo es muy baja. 52 ha
propuesta ademds, que esle sislema regula fos niveles inliacclulorss e
aldomina. (19,223, 24)

Fstudios sobre la asimilacion de amonio en E. coli craciendn en
aquimiostalo muesiran que la aclividad de GOGAT NADP-depandientc:
no manliene relacion fisiolagica con la aclividad de GSy GDH (37), b
ha prapuesto que la funcidn de GDH es lambién la asimilaciin de
amonio y biosiniasls de gluldmico pero solo cuando su cancenliacidn
en el medio de cullivo es alta (GDH k' ~ 3 mM, an compuaracii
conla GS Kmynet = <0.2 mM), (11, 32).

Por fanto, mutanies gliBD, GDHA de E. coli (carentes de COGATy GDH
respeclivamente) no crecen cuando la concentracion exlracelular de
amonio as aproxiradamente de 0.1mM,

Considetando eslos dalos, algunos autores han planteado o siguiente
pregunia;




En £ coli, geudl es la impotlancia de la GRIT en o asimilocidn oe

amonio y/o biosinlesis de glutdmico st mutantes gailiA no son ausddiotos
tolales ni parciaias de gluldmico?.

Dado que la GDH, atigual que GOGAT uliliza como colactor FIALEPLL o
enzima GDH deberia ser mdas Uil en la asimilacion de amaonio cuancdo
esle microarganismo se enconlrara en una condicion de limilacian
energélica mas que en una situacion de limilacian niltogenad:, Hna
situacion  de  limilacidon - energética se produce  disminuyendo o
cantidad de carbono uy oxigeno en el medio de cullive, (3, 11).

En S. cerevisiae se ha analizado tambien la asimilacion de amonio.,

En esta levadura la enltada de amonlo  a la célula es facililacla por
dos (o posiblemente tres) permeasas mds o menos caraclerizacas, una
de alta alinidad (km + 0.25 mM) pero haja capacican y ol de Lo
aflinidad y alfer Vimax, (50 nmol/min/mg de proteina), Unea vez an el
inferior, el amonio es captado por la enzima GDI NADPH- dependiente
para la biosintesis de gluldmico (GDH kmy, = TmM). Pero se aee que
en ambientes naturales nulricionalmente agotados por la vigorosa
actividad melabhdlica de olros microotganismos, fa asimilacion de
amonio Y biosintesis de  glutdmico en esta levadura procedoen
preferentemente por la via de las enzimas G5y GOGAT (G5 kg >
0.1 mM). '
Esta hipdlesis fundameriada en las constanles de afinidad de los
enzimas involucradas se apoya en los resultados oblenidos con
algunas cepas de F. coli, S. fyphimuium y Flebsiella caranles de
aclividad de GDH las cuales aunque no son auxdlrofas de gluldmico
crecen lenlamenlie cuando la concentracidon de amonio en el mecdio
de cultivo es muy baja,

Gstudios similares previos al presente frabajo han moshiado que la
actividad de GDIH MADPH-dependiente en S. cerevisiae es baja an
condiciones de fimilacidn de amonio y dlta cuando ésle se encuentra
en exceso. La” actividad de GDH bdaja rapidamente ab adicionar
glutamalo al medio. (2, 11, 28, 35, 36). tn S. cercvisiae no se ha
abhordado el aspacio energético de la asimilacidn de amonio.

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

Se ha mostrado que cepas de S, cerevisiae carenles de aclivicad cle
GOGAT y GDH son auxdirofas de glutamalo y crecen blen en medios




glucosa/glutamina lo que ha posiulado la existencics e rulas
alternativas del calabolismo de glulfamina que generen el glulamato
requerido por la célula (33, 34).

En cepas carentes de GDH, la GOGAT suple aproximadamente el 88%
del glutomalo y algunas glulamino- amidotransferasas el 12 % reslante.
(4,19,30).

Por offo lado, se ha observado que cepas carentes de GDH NADPH-
dependiente, crecen ala mitad de la velocidad de una cepa silvestre
pero cepas carentes de GOGAT crecen lan blen como fas cepas
siivestres, ambas en medios glucosa/amonio. Esta ohservacion ha

flevado a postular que la enzma GOGAT pudiera no ser escencial
para la levadura. (19, 33, 34)



3. HIPOTESIS

Dado que la mayotia de los esiudios sobre la asimilacion de amonio en
S. cerevisiae se han elecluado ulilizando cullivos en malraz y mediios
glucosa/amonio como Unica fuenle de catbono y nilrbgeno,
respectivamenle, y dado que

a} La aclividad de GS parece estar regulada por la concenlracion
intracelular de glutaminay la concentracion extracelular de amonio

b) La aclividad de GDH es bdja en condiciones de limitacion
exlracelular de amonio y alla en condiciones de exceso del mismo

c) No se ha encontiado un comporfamiento caracletistico en la
aclividad especifica de GOGAT al variar la concenlracion de amonio
en el medio de cullivo, y

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

Se propone que en cultivos continuos de S, cerevisiage creciendo en
amonio como Unica fuente de nifrogeno, las enzimas G5 y GOGAT
pudleran ser importantes en la biosintesis de glutamina v en I
asimilaclon de amonio cuando este [0n se encuentre Imilante en el
medio de cullivo; mieniras que en condiciones de exceso, la enzima
GDH serla mds importanie para la blosintesis de glutomalo v como
consecuencia, en la asimilacion de amonio,

4. OBJETIVO

Determinar y analizar las aclividades especificas de las enzimas GOH,
GS y GOGAT involucradas en la asimilacién de amonio y en la biosintesis
de glulamico y glutamina de S, cerevisiae creciendo bajo condiciones
de lmilacidn y exceso extracelular de amonio en un quimiostato.

1"



5. RESULTADOS Y DISCUSION

La estrategia general para abardar el andlisis del papel que jueqaan las
enzimas GDH, GS y GOGAT en la asimilacion de amonio y biosintesis ds
glutamico y glulamina en $S. cerevisiae, &s la de maniener un cultivo de
esle microorganismo creciendo continuamenie bajo condiciones de
limitacion y exceso de amonio generadas en un quimiostato.

En resumen, se obluviéron cullivos conlinuos de 8. cerevisiae de las
cepas silvesire $288C, mulante RX2ApLV?2 (gdlv), v mulante LATAPLVI
(gogal). Las condiciones nuliicionales fuéron: de lirmilacidon de amonio
a D~ 005 - 0.15/hr, y exceso del mismo a D ~ 0.2 - 0.3/hr, usando
(NH4)SO cormo fuenie de nilrdbgeno (ver material y mélodos). Los demds
suslralos eslan en axceso,

Las velocidades especificas de crecimienlo maxima para cada una de
las cepas reporladas a conlinuacion, son aproximacionas al punio en
que el cullivo se lava (wash-oul point). Es decir, coresponden a una
poblacion celular estable por mas de sels volimenes de reposicion
después del cambio de una velocidad de crecimienio menaor anietior, y
después de  seis volumenes de reposicidn despueés de la foma de una
alicuota del cullivo para la deleminacion de las  actividades
enzimaticas.

Como se mencioné en la introduccion, en el estado estacionario la
velocidad de dilucidn, D, de estos cultivos es igual a la velocidad de
crécimiento especifica, i, del microorganismo. D y i lienen las mismas
dimenslones.

m



5.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA INVOLUCRADA EN LA ASIMILACION DE
AMONIO EN LA CEPA 5288C.

En la grdfica | se presentan las aclividades especificas de las enzimaos
GDH-NADPH dependiente, GS y GOGAT NAD-dependienle en la capo
silvesire $288C bajo condiciones de limitacion y exceso de amonio en el
medio. En primer lugar se observa que la aclividad especilica da GDH-
NADPH dependiente se incremenla proparcionalmente  conforme
aumenla la canlidad de amonio en el medio de cultivo, de 0.49 a 2.4
(D ~0.05 - 0.3/1), Por el conlrario, la aclividad especilica de GS rasultd
aita en condiciones de iimitacion de amonio, (0.30 a D = 0.05 - 0.15/hr),
y baja, (0.10 a D = 0.2/hr), en condiciones de exceso de amonio en el
medio.

Por olra patle, GOGAT no mosird variaciones importantes presentancio
una aclividad especilica mdaxima de 0.060 a D = 0,15/, y una aclividad
especifica promedio de 0.035.

La velocidad especilica de crecimiento mdxima, pmax, fueé
aproximadamente de 0.3/hr que conesponde a un fiempo de
duplicacion, td, = 2hrs, La ymdx se calculd extrapolando la curva de
densidad Splica del cullivo con el gje de la velocldad de dilucion.
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Gralica: 1. Aclividades especilicas de las enzimas GS (O), GOGAT (A) y GDH:
NADPH dezendiente (1Y), en cullivos continuos de la cepa silvesire S288C e &
cerevisiue. El simbolo (+} comresponde a la densidad oplica del cullivo en
cada una de las D probadas. Los datos son promedios de muesireos pot hipllcada
y se expresan como pmol.minlimg de proleina.




Como s observa de o gidfica 1, fa actividad de GOGAT en
condiciones de exceso de amonio (D = 0.2 a 0.3/h) fué similoraspecio
a las condiciones de limitacion de amonio (D -~ 0.05 « 0.15/hr). ta
aclividad de GS fué alla en condiciones de limitacian de amaonio y bajo
en condiciones de exceso. La aclividad de GDH, por olra patle, resultd
alfa en condiciones de exceso y baja en condiciones de fimilacion de
amonio en el medio de cultivo.

Estos resultados podiian indicar, en primer lugar, que el papel propueslo
paralas enzimas GDH y GS en algunas baclerias, pudiera ser adecuado
fambién para S, cerevisiae, Esto significa que GDH es mas imporlante
en lkt asimilacién de amonio cuando se encuenlia en exceso eon el
medio mientras que GS es mas importante en la asimilacion de amonio
cuando ésle se encuentra limitante (4, 9, 13, 23 ). Si se considera a las
enzdmas S y GOGAT como perienecientes a una misma rula
melabdlica como en olros microorganisinos, enlonces esta 1ula no
parece ser reelevante en condiciones de exceso paro si de limilacion
de amonio.

Sin embargo, el hecho de que la actividad de GOGAT no disminuya
cuancly la canlidad de amonio se incremenia, ni aumenle en
condiciones de limilacion, podria sugerir que esia enzima fiene olro
papel mefabdlico, probablemente similar al que se e propone en M.
crassa, que consisie en la regulacion de la concentracion infracelular
de glulamina, ya que un exceso de esle aminodcido proveca un
efecto represivo sobre la expresion de genes, incluyendo el de su
biosintesls, reguiados por glutamina (13,19, 30 ).

Como se menciond en la Infroduccidn, la maquinaria enzimatica que
posee §. cerevisiae le debe permilir crecer tan rapido como sea posible
y produch material celular con un factor de produccion mdximo en Ia
mdés baja concentracion del susfralo limitante (10), por lo que el andlisis
de la asimliacion de amonio en cepas mulantes carentes de actividad
de GDH y/o GOGAT podria dar mas informacion acerca de su propia
funcidn en esle proceso,

En ofras palabras, si se pudiera provocar algun fipo de dileracion en
una de las enzimas involucradas en la asimilacidn de amonio, entonces
se podrian induci ajustes en la aclividad de tas olias enzmas fambién
involucradas, y por fanfo, en la blosinfesis de glulamico y glutaminag,
por ello, para este lrabajo, se decldid generar cepas carentes de las
endmas GDH o GOGAT medianie Interrupclon de su gen estructural,
respeclivamente,




5.2. ACTIVIDADES ENZIMATICAS INVOLUCRADAS EN LA ASIMILACION DE
AMONIO EN LA CEPA RX2ApLV2, (gdh).

En la grdfica 2 se presenian las curvas de aclividad especilica de GS,
GDH y GOGAT en la cepa RX2ApLV2, carenle de GDH (ver matetial y
melodos). Se observa que la curva de GS presenia casi el mismo
comporlamiento que se encontrd para la GS en la cepa $288C,
aunque el valor de aclividad especilica mdaxima  promedio as
llgeramente menor (0.28), v el de aclividad especilica minima
ligeramente mayor (0.16), a las mismas velocidades de: clilucion.

Como se pensaba, la aclividad especifica promedio de GOGAL se
incrementd casi al doble (0.050), si se compara con la aclividad
especifica promedio de GOGAT en fa cepa silvesire (0.030). Isla cepa
RX2ApIV2 presentd ademds, una aclividad especifica maxima de
GOGAT de 0.065 a I3 ~ 0.15/hr, y no se observaron cambios impaorlantes
en su aclividad al variar la concentracion de amonio en el medio en
cada una de Jas velocidades de dilucion evaluadas. Asimismao, no se
observd aclividad de GDI-NADPH dependiente en todo el rango de
velocidades de dilucion analizadas,
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Grdfica 2: Actividades especilicas de las enzimas GS (0), GOGAT (A), y GDH-
NADPH dependienle (), en cullivos continuos de la cepa mulanle gdh
(RX2ApLV2), de §. ceravisiae, El simbolo (+) conesponde a fa densidad dplica

del cullivo en cada una de las D probadas. Los dalos son promedios de
muestreos por hiplicado y se expresan como pmol.mint.mg de profeina,



En esla grdlica se observa que la ausencia de  GOHMHADPH
dependienlie no indujo ningun incremento en la aclividad ospoaifica
de GS, que de hecho, resulld ligeramente menar en condicionas da
limitacion y ligeramente mayor en condiciones de axceso de amonic
comparada con o aclividad de GS en la cepa silvesite,

La gidfica 2 muestra también que la curva de aclividad de GS presento
un maximo lo que suglere que 1anto en la cepa S288C como en esta
mutanie el amonio asimilado y la biosintesls de glulamina a fravés de
esta emima son suficienies para soslienar el areciniento  del
microorganismo  en  condiciones de deprivacion  nilrogenada y,
corobara de algin modo, la Imporlancia de la G5 en aslas
condiciones fisiologicas.

Acerca de la funcidon de GDH, sl esta enzima fuera imporlanie en lu
biosintesls de glutdmico bajo limitacion de su sustrato precursor (NHa'),
enfonces, en su ausencia se deberia inducir un Incremento en g
aclividad de GOGAT que, como se obsarva en la gralica 2,
efectivamenle sucedid, {la aclividad especifica promecdlio de GOGAT
en esla cepa fue aproximadamente de 0.050, mienfras que la
aclividad especifica promedio de GOGAT en la cepa silveshie fué
aproximacamerde de 0.030). Nuevamenle de eslos resultados podria
concluise que las  aclividades de GDH y  GOGAT  pudieron
complementarse en la cepa S288C para producir el glutamato que ia
célula demanda cuando crece lentamente debido a una fimilacién de
amonio en et medio de cullivo. Sin embargo, cuando la concenlraclon
de amonio se incremenia, la aclividad de GOGAT paor si sola en esla
cepa carente de GDH no parece ser suficiente para la biosintesis de
glutamalo por lo que el microorganismo solo aicanza una pmax
aproximada de 0.2/hr, {lo que equivale a un tiempo de duplicacion de
3.4 hrs) resaltando nuevamente la importancia de GDH en la biosintesis
de glutamalo en exceso de amonio.

Estos resullados sugieren asimismo para esta cepa mutante, que la ruta
GS-GOGAT plerde importancia en la biosintesis de gluidmico y en o
asimilacion de amonio en condiclones de exceso dado que la
aclividad de ambas enzimas no satisface la demanda de glulamalo
que la célula requiere.



5.3. ACTIVIDADES ENZIMATICAS INVOLUCRADAS EN LA ASIMILACION DE
AMONIO EN LA CEPA LATAPLVI (gogat -).

Con al mismo esquema planleado antetiormenie, se cullivd una cepa
carente de aclividad de GOGAT, LAIApLVE, bajo las  mismas
condiciones de las anlericres. La conslruccion de esla cepa ya ha sido
reportacia (5).

La grdfica 3 muesira que la mutacion en el gen GLI que codilica para
la enzZima GOGAT es estable ya que no se enconlttd aclividad de esla
enzima en fodas las velocidades de dilucion probadas.

De la grdfica 3 se puede observar iambien que la actividad de GS en
esta cepa LATApLVI fué muy baja respecto a las cepas silvesire §283C
y mulanie RX2ApLV2, {0.060), en tcdo el rango de velocidades de
dilucidn analizadas, Mdas ain, la aclividad de GDH en esla cepa
LATAPLVI lanto en estricta limitacidn de amonio como en exceso
resultd siempre alta de 1.8 a 20 respecio a su confraparle silveshre,

La pmdx aproximada para esta cepa fué de 0.25 lo gque equivale a un
fiempo de duplicacion de 2.8hrs,
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Grdlica 3. Aclividades especificas de las enzimas GS (O}, GDH-NADPH
dependiente (1), y GOGAT (4}, en cultivos continuos de la cepa mulanle
gogat- (LA1ApLV1), de §. cerevisiae. El simbolo (+) coresponde a ta densidad

optica del cullivo en cada una de las D. probadas. Los dalos son promedios de
muesireos por liplicado y se expresan como pmol. mintmg de proteina.
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Como se ha sugerida(13), la funcion de GOGAT en el teciclamiento de
glulamina es aparentemenle mds importante bajo condicionas de
imilacion de amonio que en condiciones de exceso.

En condiciones de limitacion de amonio en la cepa silveslie S288C, 1n
GS asimila este ién de manera eliciente (la GS liene una mayoer afinidad
por el amonio, km < 0.2 mM, rtespeclo de la GDIL km s 1 mMJ,
produciendo poca canlidad de glulamina lo cual induce a su vez la
franscripciéon del gen estruclural GINT y por lanlo, la aclividad de GS se
incrementa. La baja velocidad de crecimiento del microorganismo eh
esla siluacidon demanda poco glulamalo gue a sy vez pueds sel
proporcionado por la aclividad de GDH presente (0.47 a D = 0.05/hr).

La actividad de GOGAT encontrada en eslas condiciones es baja.

Por otro lado, dado que la aclividad de GOGAT depende de la
disponibilidad de sus suslratos, en condiciones de excaso de amonio 'y
carbono a allas velocldades de dilucion (D = 0.2/hr], la disponibilidad
de sus sushratos derivados del metabolismo aerobio de carbhono: MADH
y a-celeglularato esla disminuida por 1o que su aclividad disminuye
generando en confraposicion una elevada concentracion intracelular
de glulamina y como consecuencia baja actividad de GS como se
observa en la gréfica 1. (A altas velocidades de dilucidn se supone que
¢l metaboli:mo es predominaniemenie anaerobio debido o una
enorme disponibilidad cle giucosa en el medio. A esto se le conoce
como efecio Pasleur),

Sl \esla hipdlesis es clerta, entonces, en mulantes glll (GOGAT), se
esperarian allas concentraclones intracelulares de glulamina y una
muy baja aclividad especifica de GS { la glutamina es un inhibidor de 1a
franscripcion del gen GINI). la demanda de glutdmico para ol
crecimiento 1anto en condiciones de limitacién como de exceso seria
salisfecha por la GDH.

De la curva de actividad de GS para esia cepa mutante mostrada en
la gréfica 3, se puede plantear que la hipdtesis anterior referente a la
aclividad de GOGAT pudiera ser correcta, ya que su ausencia en esta
cepa gitl permite, posiblemente, la acumulacion infracelular de
glutamina ya que casi no se enconlrd aclividad especifica de GS
(0.060), tal como se ha reporfado para ofras cepas de 5. cerevisiae
carentes de GOGAT creciendo en malrdz. (2, 4,19, 30).

NOTA: Hasla anles del presenie frabadjo no se habian reportado cepas
mutanies en el gen estruciural de GOGAT,

)



En la grafica 3 se observa que la aclividad de GDH resulld) sempre: alle
a todas las velocldades de dilucion probadas. Eslo sugiete que lanto en
la cepa glfl como en la cepa silvestre (ver grafica 1), ka aclividad de
GOGAT pudiera fambhién ser necesaria para salisfacear la demanda de
glutamico a bajas velocidades de dilucion pero no a allas velocidades
de dilucion lal como lo sugiere la baja pmdx encontrada para vy cepa
RX2APLY?2 (ver grdfica 2).

También se puede sugerir a partir de los datos de aclividad de GO 2n
las grdficas 1, 2y 3, que en condiciones de exceso de amonio fa rfa
de las enzimas GS y GOGAT no es reelevanle en la asimilacion de gste
i4n. Es la GDH NADPH-dependiente la que princlpalmente lo asimila del
medio produciando el gluidmico necesario para el crecimienlo del
microorganisme.

Los dalos de la velocidad especifica de crecimiento mdxima para
cada una de estas cepas (aproximadomente 0.3/hr para la cepa
siivesire, 0.2/hr para la cepa gdhy, y poco mas de 0.25/hr para la cepa
gogat, y de acuerda a como han sido reportadas para cullivos en
matraz), apoyan este planieamiento. (19 ).



54. DETERMINACION DE LA CONMNCENTRACION INTRACELULAR DE
AMINOACIDOS

La ausencia de GDH en la cepa RX2ApLV? y la ausencin de GOGAT en
la cepa LATApLVT sugeria, de antemano, alguna maodificacion en la
concenlracion intracelular de  glutdmico y glutamina. Se  decidio
entonces, determinar las concentraciones infracelulares de eslos
aminodcidos en las fres cepas de este trabajo en condiciones de
Imitacion de amonio (0.1/hr), ya que es ésia la situacion en la que mdas
comunmente se desarollan las levaduras en ambienles naturales,
cdmo se disculid en la infroduccién. La siguiente tabla muestra los
resultados oblenidos,

Tabla 1.

Pora |nlracelularﬂde glutlamato @ y glulamina ©

cepab aly glin aln/glu 1
5288C 0.255¢ 0012 0.05 0.1
adhl 0.440 0.044 0.10 0l
gl 0.114 0.066 0.57 01

a, Concentiacion expresada como pmoles de aminodcidos por miligrarno cde proleing
B, Las mueshas fudion lomadas de un estado estacionatio conespondienta a p = 0.1/h

¢, Lostesullados moshicdos son el promedio de lies delenninaciones en eslodo eslacionatio

Como se observa en la fabla anterlor, la ausencia de GOGAT en lo
cepa LAIApLYD provocd un incremenio en lo cancentracion
Infracelular de glulamina respecto a la concenlfracion intracelular de
gluldmico y, como se observa en la grdfica 3, una baja actividad de
Gs.

Aunque la demanda intracelular de glutamico es cublerta por la GDH
en la cepa gltl, la relacidn glulamina/glutamato mosirada en la tabla
anterlor para esta misma cepa es mas alta comparada con la relacion
glutamina/giutamato de las olras dos cepas a la misma velocidad de
dilucldn, Como se menciond antes, la elevada conceniracion de
glutamina actua como una sefial que inhibe la transcripcion del gen
estructural GIN] ast como la actividad de GS. (2, 19, 24 30).



Se puede observar lambién que la relacion glulamina/glulamalo en o
cepa RX2ApLV2 es mayor (0.10) que en la cepa silvasire (0.05), y < se
considera que el valor de la relacion glutamina/atutamato en ta cepa
gl es ain mayor (0.57). se puede concluir aua, a mayor relacian
givlamina/glulamato, y por fanto mayor concentracian infracelutar ce
glulamina respecto de la del gluidmico, menor actividad de GS.

M



6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En esle frabajo se analizd brevemente la asimilacion de ainonio por S
cerevisiae ulilizando condicionaes fisioldgicas estables gencradas en un
quimiostalo y, por primera verz, una cepa carente de actividad de
GOGAT.

1.- En cuanto at papel de las enzimas involucradas en ia asimilacion de
amonio, la rula de las enzimas GS y GOGAT es, efectivamenie, mds
imporiante en este proceso cuando el amonio se encuentra fimitante
en & medio de cullivo, mienlras que la la de la GDH es mds
imporianie cuando se encuenlira en exceso; an estar sfuacion 1a wto
GS-GOGAT al parecer pierde reelevancia.

2.- L.os 1esultados oblenidos sugiéren, que en S, cerevisiae, ia aclividad
de la enzima GOGAT podria ser necesaria para evilar que la glulamind
se acumule Infracelularmente manteniendo adecuados niveles de
ronscripcion de GINT y de aclividad de GS cuando el amonio sea la
fyente de nitdgeno y sobre todo, esté escaso en el medio de cultivo.

Como s2 ha disculido (7). en cepas silvesires de S, cerevisiae una
elevacion de la concenlracion infracelular de  glutamina  induce,
ademds de una disminucion en la aclividad de GS, una alla relocion
ATP/ADP la cudl modifica a su vez, el flujo de glucosa a fraves de la
glucdlisis y se favorece la ulilzacion de glutamina en el metabolismo
oxidativo, por lanlo

3.- La glutamina podria tener un papel ceniral en la regulacion tanto
del metabolismo de carbono como de nifrégeno 1o que jusiifica,
asimismo, el andlisis posterior del papel que pudiera tener lambién la
GOGAT en la reguiacidn del melabolismo de carbano en esla
levadura,

4.- sta nueva funcion aqui propuesta para la GOGAT, lendria que ser
considerada en funcidn de ofras condiciones fisioldgicas de crecimiento
que peimitan, asimismo, valorar a ofras aclividades enzimdticas
implicadas en el catabolismo de glutamina, por ejemplo: w-amidasd,
glulaminasas, fransaminaciones, elc, (33, 34).

5.- finaimente, la exstencla de una presecucncica N-lermincal en a1
GOGAT inmadura sugiere una funcion mds especitica en algin
comparlimienio membranat (5, 21, 37), lo cual seria interesante fombién
analizor,

0



7. MATERIAL Y METODOS
7.1. CEPAS

Cepa silvestre de S. cerevisiae S288C (MAT «, SUC2, gal2, CUPL, GDIHI, GLNA. GLT1),
adaquirida det Cold Spring Harhor Laboratory, New York, USA.

Cepa de S. cerevisiae RX2ApLV2 (CN41 gdh1:URA3). Cepa mulante carente de GDH
oblenida como se describe en la parte de resuitados de este trahajo.

Cepa de S. cerevisiae LA1ApLV1 (CN4Q git1:URA3). Cepa mulante caenle de GOGAIT
oblenida como se describe en Cogoni, et al. (5).

7.2, Construccion de la cepa RX2ApLV2, (gdh’), de S. cerevislae

La cepa RX2ApLV2 se constiuyd mediante interrupcion del gen estructural GDH I en la cepa
haplotde RX2 1a cual, a su vez, se obluvo mediante cruza de ta cepa R757 (Mal . his3. wa3)
con la cepa X2180-1A (Mala, SUG?2, mal, URA3, gal2, CUP1), adquiridas ambas del Yeast
Genelic Slock Cenler. Se disefiaron dos d-oligonucledtidos para poder amplificar, mediante
PCR, un fragmento de 800 pb de la secuencia nucleotidica del gen GDHI de § cerevisiae
reportada por Moye y Nagasu (25, 26). El producto de amplificacion se utilizd a su vez paia
dirigir 1a recombinacion homologa en el genoma de la cepa RX2.

La sonda a: 5' TCAACAAGCTTACGAAGAAGTTG 3, complementa a una region que codifica
la fraccion N-terminal, y 1a sonda b: 5GGGGATCCAGCACTGGAAATATCAGCGAC ¥
complementa a la region central del gen de la proteina GDH-NADPH dependienle. Se
agregaron sitios Hindlll y BamHl al extremo 5'de cada uno de los d-oligonucledtidos. La
ampllﬂcacu()n medianle PCR se realizé utilizando DNA gendmico de la cepa silvestie S288C.
La reaccion de amplificacion se e(euué en un Thermal Cycler, Perkin [Inmr con ¢l siguiente
programa; desnaluralimcmn a96°C por un minuto, alineamiento a 55 ¢ por un_minuto, y
elongacion a 72 "C por tres minutos, durante 50 ciclos. El producto de amplilicac ion se clond
en jos sitios Hindlli-BamH1 det plasmido integrativo YIp5 que alberga el gen URA3, paia dar
el plasmido pl.v2. Esle plasmido se lineariz6 con Bgll, quedando en un extiemo un
fragmento de 334 bp, y en el olro un fragmento de 450 bp de la region parcial utilizada del gen
GDH1. Esle plasmido linearizado se us6 para dirigir la recombinacion homatoga en el genoma
de la cepa RX2 y, seleccionando prototrofia a uracilo, oblener la cepa RX2ApLV2 (qdhl.
GLN1, GLT1, URA3).

7. 3. CULTIVO CONTINUO

Para el cultivo de estos microorganisimos se ulilizé un quimioslato madelo BioFlo 1 (New
Brunswick Sci. Co), con un volitmen de trabajo de 600 ml. El inedio de cullivo se elabord de
acuerdo a la formula de Difco, Labs. (Detroil, Mi.), conteniendo sales, clemenlos traza,
vitaminas, glucosa al 2% (p/v) como fuente de carhono y (NH.),SO4 como fuente de
nitrégeno,

PROCEDIMIENTO:

1.- De un placa reciente de S. cerevisiae en medio minimo tomar ina asada e inoculaila, en
condiciones de esterilidad, cn el vaso del quimtostato conleniendo el medio de cultivo.

2.- niclar el bombeo del madio a diferentes velocidades de flujo o dilueidn (30 a 180 miin), e
Iniciar el flujo de aire (1000 mi/min), Agitar el cultivo a 400 rpm. Et pH del cultivo menitoreado
continuamenie manluvo un valor aproximado de 3.0.

3.- Cambiar la concentracion del (NH.)-SQ, en el medio de 1 mM, a 2inM y/u 5 mM conforme
se requiriera para soporlar las diferentes velocidades de crecimlento.



4- Ajustar las diferantes velocidades de crecimiento especificas (0, manipulando  1as
correspondientes velocidades de dilucion, D (1), Generalmente se yequicren de 2 a4 6
volimenes de reposicion del cuilivo para oblener un nuevo estado estacionario cada vez que

se requiera una nueva velucidad de crecimiento.
7.4, Extracto lilne de céiulas

Los extraclos libres de células (extracto celular) para ia delenminacion de las aclividades
enzimaticas y de protefnas totales se obtuvidron por el método desciito por Gonzales, et al.
1987 (9). En términos generales:

1.- Tomar una aficuota de 50 a 100 mi, dependiendo de la densidad dplica del cultivo, y filtrar
a través de una membrana Millipore de 1.2 jun al vacio.

2.- Lavar la muestra con dos volumenes de agua destilada, removerla con una espatula y
resuspenderla en un tubo do ensaye conleniendo 1 mi del amortiquador de extraccian GOH-
GOGAT o GS seguin hiese el caso.

3.- Agrepar suficientes perias de vidrio, tapar el tubo con papel paalitn y aqilar
mecanicamenle tres veces, en Voilex, de dos minutos cada una y a 4'C.

4.- Separar el exiraclo con una pipeta pasteur y depositario en un tubo eppendoit, centiifugar
a 14000 rpm por 15 minulos, recuperar ef sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo y
ulilizarlo en el ensayo de la actividad enzimética correspondiente y en la determinacion de
proleinas totales.

7.5. DETERMINACGIONES ENZIMATICAS

a) Glutamato deshidrogenasa NADPH-dependiente
Coatel de ensayo GOH, pH 7.8

Reaclivos Concentracion {inal
KoHPO4 ptt 7.8 100 mM
a-cetoglutaralo 3.0 mM
NH4Cl 50.0 mM
NADPH 130 pM

Coctel completo GDH

Preparar una solucion amoruguadora de fosfatos, 100 mM, pH 7.8, (mezclando soluciones 100
mM de K2HPO4 y KH2PO4), y en 160 mi de esta mezcla disolver los siguientes reactivos:

u-cefoglutaralo K ... 0.1006 g

NHgCGH 0.4882 9

Ajuslar a pH 7.8 con solucion 4cida o baslica de fosfatos y aforar a 180 mi con la mezla de
fosfatos pH 7 8.

Repartir en alicuotas de 16 ml en tubos Falcon, Congelar.
Coclel control GDH
Como para of coclel completo, en una mezcla de fosfatos pH 7.8 preparar una solucion sin «-

celogularato y otra sin amonio que serviran como controles de Ia actividad de GDH.
Repanir on aficuolas de 15 mi en tubos Falcon, Congelar.



Ensayo de actividad

1.~ Directamente en ties celdas de espectrofotomelro colocar 985 pi del coclel completo,
control sin amonio y control sin v-cetoglutaralo, respectivamente

2.- Antes de correr el ensayo, pesar exaclamente 500mg de NADPH y disolverlos en 0.5 t de
afua. Aqgregar 15 pi a cada celda, disolver. Voltimen final 1 ml.

3.- Iniciar la reaccion agregando a cada celda 5 pl del extracto celular, mezclar bien con ayuda
de un trozo de papel parafilm y leer la disminucion en la absorbancia del NADPH 7 340 nin

4.- El ensayo con el cocte! complelo puede hacerse por duplicado. Repelir el ensayo wtilizando
10 0 15 pl del extracto libre de células ajustando el voliimen de los reactivos a | ml de
voliimen final,

5.- Registrar los datos y calcular la actividad enzimatica especifica como sigue:

Actividad especlfica (U/mg) = mi6.22/vimg

donde; m, es la pendiente de la curva de disminucion de la absorbancia del NADPH, 6.22,
es el coeliciente de extincidn molar del NADPH, v, es el voltimen da la alicuota dei extracio
celilar y, mg, san los miligramos/ml de proteinas tolales del extracto celitar,

h) Glutamato sintasa
Coctel de ensayo GOGAT, pH7.0

Reactivos Concentracion final
KoHPO4 pld7.0 100 mM
u-celoglutaralo 6.0 mM
beglutamina 6.0 MM
NADH 180 pM
Coclel completo

Preparar una solurién amortiguadora do fosfatos 100 mM pH 7.0

{mezclando solucidnes 100 mM de KoHPO4 y KHaPO4) v en 340 mil disolve fus siglientes
reactivos: :

a-cetogivtaralo K 6 mM ... 0.405¢g
| -glutamina 6NN .. 0.321¢

Ajusiar a pH 7.0 con solicion Acida o basica de fosfatos y aforar a 360 ml con la mezcla de
fosfatos pH 7.0.

Repatlir en alicuotas de 11 mi en tuhos Falcan
Aparte, justo antes de iniciar ¢l ensayo pesar 0.0015 g de NADH y disolverios en una aiictota
del coctel previamente descongelada a temperatura amblenle.

Azaserina 50 mM
Azaserina ..., 0.0432 g
HeO 5mi. Congelar

Ensayo de actividad .

1.- Como para el ensayo de GDH, colocar en tres celdas 900 yf del coclel GOGAT, aforar con
100 pt de agua en las dos primeras, y agregar en la tercera 100 pl de azaserina (inhibidor
especifico de GOGAT). Vohimen final 1 ml.

2.- Iniciar 1a reaccion agregando 20 pt det exiracto celilar y determinar a disminucion en la
ab¥orbancia del NADH a 340 nm especlirofolométricamente.

3.- Calcular la actividad especifica de GOGAT como para la GDH.



¢) Glutamino sintetisa
Coctel de ensayo e GS, pH 6.4

Reactivos Concenptracion final 1X
ADP 0.75 mM
L-Glutamina 35.0 M
NH40MH 3.75mMm
Na2AsO4 17.5 mM
MnCly 225 mM

L
Preparacion del coclel GS
En 45 mi del Amortiguador de ensayo GS hacer las siguientes soluciones:

1-ADP 0.1539¢
2-L-Glulamina 2.3010¢

3.- NH4OH T e 0.2763 ¢
4.-NasHAsO4 24570 g
5-MnCly 020034

Solucion coctel S, 1X

Mezclar 2.5 mil de las soluciénes anteriores en el orden indicado en un vaso de precipitado y
aforar a 25 inl con agua. Depositar 2 ml de este coctel cn tubos de 10x100 y ltevar a 300C e
antes de iniciar la reaccion,

Amoartiguador de Ensayo de GS

Tris-Acetatos 50mM e, 2.7180¢
EDTAK 0.5mMM 0.0469 g
Ho0 250 ml

Ajustar a pH 6.4 con Tiizma base. Filtrar en Millipore 0.22 pm

Solucion de Pairo de GS

HCL (0.6M) e 10.23 ml

H20 250 ml

En esta solucidn acidn disolver los siguientes reactivos:
TCA (025M) s 10.212¢

(Ac. tricloreacético)

FeClLabHp0 (0.2M) o 13.515¢g

Fillrar tres veces con papel Whatman y una vez con Millipore de 0.22 ym.

Ensayo de aclividad

1.- En seis lubos de ensaye 13x100 a 30 "C en bafio maria, colocar 2 ml del coctel G5, X,

2 - Inlciar la reaccian agregando 60 i del extracio celular cada 30 seg.

3.- Parar la reacclon del primer tubo uno o dos minutos después de iniciada con 1 mi del
reaclivo de paro de GS.

4.- Parar la reaccian de los demas tubos de la misma manera pero a los 5, 10, 15 y 20
minutos ( o 2% minulos si fuese necesario).

La reaccion del sexle tubo pararla Inmedialamente después de agiegar el extracto (Tubo
control),

5.- Cenbiifugar a 2000 rpm por 5 minutos y, procurando no resuspender el precipitado,
delerminar la absorbancia del complejo formado a 550 nin.

Calcular la actividad enzimatica como sigue:

Aclividad especlfica (Jimg) = m X 0.36/v/ing



donde: m, es la pendienle de la curva de aumenlo de absorcion del complejo fonmado
(D.O/min), 0.35, es el cooficiente de exlincion molar del complejo formade, v, es el vohimen
de la alicuota del extracto celutar y, myg, son los miligramos/ml de proteinas otales del
extracto celutar.

Amortiguadar de extraccion GDH-GOGAT

EDTA  tmM
DTT 1TmM
PMSF  1mW

TLCK 50 yg/mi
Ajustar a pH 7.5 con solucion &cida o basica de fosfalos 100 mM y aforar a 45 ml con la
mezcla de fosfatos pH 7.5.

Amortiquador de extraceién de GS

Preparar tma mezcla de KoHPO4/KH2PQ4, 5 mM, pii 7.2, y en 40 inl disolver fos siguientes
reactivos:

FDTA2K 05 mM 0.0084 g

K2S04,50mM 0.3960 ¢

Ajustar a pH 7.2 con solucion &cida o basica de fosfatos 5 mM y aforar a 45 ml con la mezcia
tle fosfatos pl 7.2.

7.6. DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

Preparar las siguientes soluciones para el mélodo descrito por Lowry, O. H., 1951, (18),
Solucion A

1-NaOH, 1IN 40q
Aguachp. 100 mi
2-NagCQ03, 2% oo 2.0080 g
Sohucion 1 o 100 mi
Solucién B
Tartrato de sodio-polasio
(C4H4NaO 6.4H50), 2% ..o 27127¢
Aguachp. 100 mi
Sotueidn C
CuS04.5H20, 1% i, 1.5817¢g
Aguachp. 100 nit

Solucion A,8.C, de Lowry
Solucion A: 98 (98%)
Solucion B: 1 (1%)
Solucidn C: 1 (1%)

Solucidn de Folin & Ciocalleu's
Solucion de Folin & Clocalteu's ... 4mi
Agua c¢bp. L 4 i

Standar de Aibumina (BSA): 10 mg/iml
Cada microlitro de solucion standar contiene 10 pig de BSA
Pesar exActamente 0.01054 g de BSA y disolverlos en exactamente 1 ml de agua.

En una calda de cumzo a 280 nm (luz V):

10 mg/ml equivalen a una 1D.0. de 0.660 de nbsorbancia
una solucion 1:10 .. 0.066, y

una solueion 1:100 ... 0.006



7.7. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES INTRACELULARES DE
AMINOACIDOS.

Del cultivo continuo en estado estacionario, tomar una alicuota de 20 a 30 mly separar en dos
volimenes guales. Filtrar uno de elios ulilizando membranas Millipote de 1.2 pm, remover el
fillro de su sopotte con las células e introducirlo en un vial conteniendo 5 ml de elanol al 80%
precalentado. Calentar a ebuflicion en bafo maria por 10 minutos, retirar &1 filtio libie de las
células, tapar el vial y gnardar a -20 °C. Filtrar el otro volimen de la misma manera que ol
anterfor, retirar el filtro del soporte e Introducirio en un tubo de centrifuga conteniendo 2 ml de
TCA al 5%. Guardar a 4 °C por 24 horas, neutralizar con 1 m! de NaOH 1N, mezclar, separar
fas células mediante centrifugacion a 2000 rpm por & min, descchar el sobienadanle y
resuspender el paquete celular en 1 ml de agua destitada. Ulilizar esta suspension para la
determinacién de proleinas tolales.

Las concenlraciones intracelulares de glutamalo y glutamina se determinaron por el mélodo
de Gonziles et al.(9, 13).

\
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