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. INTRODUCCION

El nitrégeno &s un elemento muy importante para la vida ya
que forma parte de puchas moléculas sencillas y de la gran
mayoria de lag macromoléculas que constituyen a los seres vivos;
especialmente de las proteinas y de los acjdos nucléjicos. Los
microorganismos pueden utilizar una gran variedad de moléeculas
nitrogenadas comc fuentes de nitrégenc celular, slende las
mejores el amonio, el aAcido glutamico y la glutamina ya que son
aprovechadas directamente por eger donadores universmaleg de
nitrégeno. Otros compuestos nitrogenados como nitrates ¥
nitritos, purinas, proteinas ¥y mychos aminosdcides pueden ser
usados como fuentes secundarias de nitrogeno. El usc de estos
compuestos implica la activacidén 6 sintesis de enzimas que los

degradan hasta amonio, el cual es reasimilado mediante la
sinteslis de aAcido gluténmico ¥y glutamina, interpediarios
metabblicos que distribuyen el nitrégene para la sipntesis de
amincacidos, amincazucares, vitaminas, purinas vy pirimidinas,
compuestos que a By vez, participan en 1la seintesis de
macromeléculas.

ASIMILACION DE AMONIO :
Biosintesis de aAcido glutdAmico y glutamina

La asimilacién de amonio es un proceso mediante el cual se
incerpora una molécula de amonic a un esqueleto de carbono. En
Procariotes v eucarictes sencillos come Escherichia colj
Neurospora, AsSpergillus, Candida, y Saccharomyces, el amonio es
agimilado principalmente Por una enzima llamada glutamato
deshidrogenasa biosintética o GDH-NADP. La reacclodn catalizada

por esta enzima es una aminacién reductiva del acido a-
cetoglutarico :

NHa* + a-cetoplutarico + NADPHz —-----GDH-NADP---——=w-~)
adcido glutamico + NADP

El Acido glutamico producto de la reaccién anterior es
tomado por 1la glutamino egintetasa {(GS), 1la cual incorpora otra
molécula de amonio para formar glutamina
fcido plutémico + NH4* + ATP rmececewQS-==ca==--

glutamina + ADP + Pi

Notemon entonces que existen dos enzimas capaces de i{ncor-
porar amcnio a moléculas orgénicas : la GDH-NADF ¥ la GS,

Durante mucho tiempo se pensd gque esta era la unica via de
agimilacién de amonio, pero en 1970 Tempest y col.(1970)
demcstraron la existencia de una ruta alterna para la sintesis de
Acido glutamico. Eatudios realizados con Klebsjella aercgenes
mostraron que cuando se cultiva a este picroorganismeo en con-
diciones de limitacién de amonio, 1la actividad de GDH-NADP dis-



minuye, mnientras que la de la G5 aumenta congiderablemente. FPor
otro lade, la incubacién de extractos libres de células en
presencia de a-cetoglutarato, glutamina y NADPH dié como resul-
tadeo la sintesis de aAcido glutamico. Tempest y col. concluyeron
entoncea que la asimilacion de amonic en condiciones de
limitacién, procede a través de la reaccidn catalizada por una
enzima que denominaron glutamino 2-oxcglutarato amidotransferasa
(GOGAT 6 glutamato sintasa). aAsi, la accion coordinada de la GS
con la GOGAT resulta en una via alternativa para la asimilacion
de amonjo :

acido glutamico + NHe* + ATP ---——-QS----w-—w-—)

glutamina + ADP + Pi

glutamina + a-cetoglutarato + NADPHz ——=——-- COOAT-— ===y

2 acido glutamico + NADP

A partir del descubrimiento de eata nuava ruta para la
sintesig de acldo glutdmico, otres grupos se avocaron a la
biusqueda de esta enzima en otros sistemas (Meers y Tempest,
1970}, Sin embargo, en otros Microorganismos la regulacién de las
vias de asimilacién de amonioc no es tan clara come en el caso de
Klebsiella. En algunas bacterias que carecen de la actividad de
GDH-NADP como Bagillus, la actividad de GOCAT es constitutiva. En
otrog sistemas como los vegetales superiores, la GOGAT toma gran
inportancia, va que 21 papel de la GDH-NADP en egtos organiemos
es poco claro y al parecer la principal ruta de asimilacién de
amenlo es la via GS-GOGAT.

Uno de 1los ratos mas interesantes de este sistema es el
estudio del papel fisioclégico v la repulacién coordinada de las
doo vias de apimilacidn de amonic. En un principio se pensd que

en todos los wmicroorganismos, al dgual que en Klebsiella
agrogenesn, ia via GS~GOGAT funcionaria en condiciones de

limitacién de amenio, pero el +trabajo de algunoe grupos de
investipacién demoBtrd que la GOCAT puede tener otro papel en
astas condjiciones { Calderon y Mora, 1985 ).

REGULACION DE LAS VIAS DE ASIMILACION DE AMONIO

A continuacién presentaréd algunos aspectos de la regulacién
de las vias de asimjlacidén de amonio en ciertos organispos donde
sae han estudiado.

a) Neurospora cranpa, Este es uno de los wmicroorganismes
donde mejor s=se han estudiado las vias de asimilacion de amonio.
Este hongo posee upa glutamino sintetasa compuesta por dos
monémeros con diferente mobilidad electroforética denominados a y



B (Sanchez y col., 1980). Estos mondmeros se organlzan en formas
tetramérica (mondmeres a) y octamérica (monémeros B) para agi
constituir dos enzimas diferentes (Divila y col.. 1980} . Egtas
formas de GS estAn reguladas por la fuente de nitrégeno.

En N. cragsa también gse ha descrite una actividad de GDH-
NADP; esta enzima es un hexadmeroc compuesto por nonomeros
idénticos de 452 aminoacides cada uno (Wootteh y col., 1974}). Al
cultivar este hongo en amonio o en nitratoc como fuentes de
nitrégenc la actividad de GDH-NADP alcanza sus maximos niveles:
por el contrario, su actividad disminuye al wutilizar acido
glutamico o glutamina come unicas fuyentes nitrogenadas. La
regulacién en este caso se lleva a cabo a nivel de sintesis de la
enzima (Hernéndez y col,,1583).

La glutamate sintasa de N. crassa se ha purificado a
homogeneidad; esta enzima consta de un sclo mondmero de 200,000
daltones de pesc wmolecular y utiliza NADH en lugar de NADPH en
contrasta con la enzima bacteriana (Hummelt ¥y Mora, 1980a) . Ei
Eene eaestructural ( en {(am)-2 )} ha side identificado por el grupe
de Romero y DaAvila (1986). Lomnitz y co0l.{1987) han estudiadeo la
regulacién de las vias de asimilaciéon de amonio en este hongo:
estos autores han encontrado que las actividades de GODH-NADP v
de GOGAT son muy similares tanto en limitacidn como en exceso de
amenio, por loc que han propuesto que la GDH-NADF es la respon-
sable de la asimilacién, mientras que la GOGAT peodria participar
importantanente en el reciclaje de las pozas de acido glutamico y
pglutamina. Esta funcion de la GOGAT adquiere mucha importancia en
condicicnes de limitacién de amonio. donde la GS puede tomar este
compuesto muy eficientemente y por lo tanto deprivar a la ceélula
de Acido glutémico; en esta condicidén la GOGAT se encarga de
rellenar la poza de acido glutamico a partir de glutamina. Esta
propuesta de Lomnitz y col. e8 la primera que le adludica a la
GOGAT un papel diferente al de la gintegis de acido glutamico
durante la limitacién de amonio.

b) Anpergillum hidylans. Easte microorganiemo es muy parecido
a N, crassa en cuanto a la regulacién de las vias de asimlilacién
de amonic. Los niveles de GDH-NADP y GS tambien son regulados por
la fuente de nitrégeno (Pateman, 196%9) mientras que la actividad
de GOGAT no varia al cultivar al honge en diferentes fuentes de

nitrégeno {(Kusnan vy col., 1987). Estos autores han propuesto que
el papel de la GOGAT en A. nidulans es5 el de sintetizar Acido

glutamico ean condiciones de limitaciédn de amonio, pereo la con-
tribucién de csda una de las vias a la poza de Acido glutamico no
ha aido estudiada con suficiente detalle.

c) Escherichia coli. Esta bacteria posee una CGDH-NADP depen-
diente constituida por seis cadenaa polipeptidicas idénticas con
un peso molecular de 50,000 daltones (Sakamote vy col., 1975), Lla
regulacion de esta enzima ha sido poco estudiada ¥y su papel en la
apimilacién de amonio permanece oscuro. Por otre 1lado, la
glutamino sintetasa de E, geoli tiene dos formas cataliticamente
diferentes que son interconvertibles. Esgta enzima esta compuesta
por doce msubunidades, cada una de las cuales estA sujeta a
adenilacion, o cual disminuye su actividad ¥y la hace mas 8en-



gible a la regulacion alostérica por los productos finales de la
reaccioén (Shapiro y col., 1968; Hening vy Ginsbureg, 1971). La
regulacion a nivel de transcripcién de la GS en esta bacteria ha
sido estudidada con mucho detalle y sBe sabe que el gen estruc-
tural glnA se encuentra en un operdn que contiene ademaAs dos
genes regulatorios: ptrB y ptré. Ademas existen otros genes
regulatorios llamados ptrap , glnB, glnD, V¥ glnE que intervienen
en la regulaciédn de la GS. El producto de ptra es up factor sigma
gue reconoce ciertos promotorer de genes relacionados con la dis-
ponibilidad de amonio ¥ la fijacién de nitrégeno (sistema Ntr)
{Hirschman J. vy «col., 1985). Para que el preducto de ptra
requiere del producto del gene ntrC gque es una proteina sucep-
tible a fosforilaciéon (NRz) (Pahel G. y col., 1982). A Bu vez, €l
gen pntrB {(NRxx) codifica para una proteina que fosforila a NR;
para activarle ¥.lo desfosforila para inactivarle (Ninfa A y col,
19686). La actividad de NRxx depende de los productos codificados
por loe genes glnk { proteina PII) ¥y glnD (uridil transfetasa).
La proteina PII en su estadeo no uridilade interacciona con NRxx
induciendo la desfosforilacién de NRx y por leo tanto no permsite
la activaclon del promotor del gen glnA. El estade funcional de
PII depende de la actividad de uridil transferasa, la cual es
capaz de sensar los niveles de 2-oxoglutarato, ATP y glutamina.
Por otro lado la proteina PII en su estado uridilado estimula al
preoducto de glpE (adenil tranasferasa) para desadenilar la GS; por
el contrario, cuando la proteina PII se encuentra en su estado no
uridilado, proveoca qie la adenil transferasa adenile a la G5 ¥ la
inactive (Foor F., y col,, 1980). Asi, la actividad de GS esta
regulada por un sistema de cascada muy sensible a la dis-
ponibilidad de amonio. .
Esta bacteria también posee una actividad de GOZAT; la en-
zima estd compuesta por cuyatro dimeroa, cada uno de los cuales
conata de dos subunidades diferentes de 135,000 ¥ 53,000 daltones
de pesoc molecular (Miller y Stadtman, 1972). Los genes estruc-
turales de 1la subunldad grande ¥y pequefia han gsido clonados

(Lozoya y col., 1980} y dencminados gltB v pgltD respectivamente
(Garciarrubio ¥ col., 1983). El grupo de Pahel ¥ <¢ol. (1978) ha

descrito que mutaciones en el gene gltB afectan la sintesis de
GOGAT, y ademas confieren el fenotipo Ntr™ (incapacidad para
crecer en limitacién de amonio, fuentes organicas de nitrégeno
como prolina e histidina cuyo catabolismo resulte en 1la
produccién de glutdmico; también son incapaces de crecer en com-
puestos nitrogenades cuyo catabolismo conduzca a la obtencién de
amonio como urea y nitratos) Por otro lado, estas células no
pueden desrreprimir la G5 al ger cultivadas en limitacioén de
nitrégenco {Brenchley ¥ ceol.,1973). Otros estudios con cepas
mutantes en gltB demostraron que ¢stdn alteradas en el transporte
de metilamonic, 1lo que ha llevado a estos autores a proponer que
el transportador de alta afinidad por amenio pudiera estar
regulado por el sistenma Ner ({Servin-Gonzalez ¥ Bastar-
rachea,1984); esto explicaria el hecho de que mutantes en glt 8
sean incapaces de crecer en limitacion de amonioc. Reclientemente,
Castafio y col. {1988) han establecido la existencia del operén
g}lt BDF el cusal consta de los genea que codifican para la sub-
unidad grande y chica de GOGAT y ademads un tercer gene cuyo



producto parece estrar involucrado en la regulaclén del sistema
Ntr. Estos resultados sugileren que el.fenotipo pleiotroépico ob-
servado en las mutantes glt B es deblide a un efecto polar scbre
elt F.

Cuando se cultiva a E, coli en condiclones de limitacién de
amonio, 1la GS aumenta su actividad, mientras que en condiciones
de ejxceso, esta enzima se adenila y se reprime, La actividad de
COGAT es muy similar en cualquiera de las dos condlciones (Miller
y Stadtman, 1972). En 1975, Senior realizd estudios sobre las
vias de asimilacidn de amonio que utiliza E. coli cuando se cul-
tiva en excesc v limitacién de amonio. Sus resultades indican que
esta bacteria wutiliza la GDH-NADF para crecer en ambas con-
diciones por le que el papel de la GOGAT atn no ha sido deter-
minade en este microorganismo.

d} Pacillum subtilis. Esta bacteria carece de la actividad
da GDH-NADP por lo que s&lo presenta la via GS-GOUGAT (Freese vy
col., 1964 ). En este sistema la actividad de GS no esta sujeta a
ragulacién por adenilacién; en contraste, la actividad de GS se
regula por la fuente de nitrégeno y la enzima ea suceptible a la
inhibicién por productos finales del catabolismo de glutamina y
por el aminocacido mismo (Deuel v col., 1970; Deuel y Prusiner,
1974} . El grupo de Dean ¥ Arcnhson (1980) aisléd mutantes
auxétrofas de acido glutamico que resultaron estar alteradas en
la actividad de GOGAT, demostrando asi la operaciéon exclusiva de
la via GS~GOGAT. Otros estudios mostraron que cuando se cultiva a
B subtilie en nitrato o amonic como fuente de nitrégeno, la ac-
tividad de GOCGAT sBe desrreprine mientras que en Acido glutiamico
como fuente de nitrégeno esta enzima se reprime (Pan y Coote,

1979). La GOGAT de aste microorganismo esta compuesta por dos
subunidades, codificadas por los genes glt A ¥ glt B (Deshpande ¥
Kane, 1980); estos genes han sido c¢lonados (Behannon y col.,

1985) ¥y Be ha encontrado que las variaciocpnes de la actividad de
GOGAT en resipuesta a la fuente de nitrégeno se regulan a nivel
de transeripeién.

e) Bacteriss Fijadoras de Nitrégeno, Klebpiella agrogenes es
una bacteria diacotréfica capaz de fijar nitrégeno en vida libre,
Eote es uno de lece organismos en donde mejor se han estudiado las
vias de asimilacién de amonio ¥ es el unico caso en el gque el
papel de la via GS-GOGAT es claro. La G5 de este microrganiamo es
muy parecida a la de E, coli y su regulaciétn es practimante la
misma (Bender y col., 1977) [Klebsiella posee una GDH que se en-
cuentra regulada por el sistema NEr en sentido opuestc a la GS vy
por lo tanto funciona en condicionea de exceso de amonio
(Brenchley J. E. ¥ col., 1973}. La GOGAT de esta bacteria también
es mpuy parecida a la de E, coli pero s5u regulacién claramente
responde a la limitaclon de nitrégene (Brenchley ¥ col., 1973).

Azotobacter también es capaz de llevar a cabo la fijacién de
nitrégeno en vida libre. Esta bacteria carece de la actividad de
GDH (Kleiner, 1975) por lo que la unica via de asimilacién que
presenta es la via GS5-GOGAT. La actividad de GOGAT no es regu-
lable por la fuente de nitréogehc. Este microorganismo tjiens dos
actividades de GOGAT, una citoplasmica y otra ascoclada a membrana
que varian de acuerdo a la aereacién del cultive (Rockel y col.



1983). Por otre lado la G5 de Azotobacter es muy parecida a lae
de enterobacterias y también estd sujeta a regulacién por
adenilacion (Kleinschmidt T. A. ¥y col,, 1978}. -
Azogpirjllum brasiliense es una bacteria fijadora de
nitrégenc que sSe encuentra ascciada a la rizésfera de ciertos
pastcos, aunque su participacioéon en el establecimiento de upa ver-
dadera Bimbicsis es poco clara (Baldanl y Dob#reiner, 1980;
Patriquin ¥y col., 1983})}. Este ticroorganismo presenta las ac-
tividades de GS, GOGAT ¥y GDH~NADP; al ipual que para otras bac-
terias, ge ha sugerido que la via GS-QQCAT opeara en condicicones
de bajo amonio, mientras qQue la via GDH-~GS fuhciona en exceso de
amonio. Sin embargo, Westby y cel. (1987), haciendo experimentos
con N*=,  han demcatrado recientemente que la via que contribuye
mayormente a la asimilacién de amonio es la GS-GOGAT tanto en
lipitacion como en exceso de amonio. Aparentemente el papel de la
GDH-NADP en esta bacteria es secundario.
Rhizobium phaseoli forma una asociacién simbiética con el
frijol en 1la cual el nitrégeno fijado por 1la bacteria es

asimilado por la planta: por otro lado la planta provee de
fotosintato al bacteroide. R, phasegli posee dos glutamino sin-
tetasas (G5 I y GS II), Bravo y col. (1988}, han propuesto un

modelo para la regulacién de estas enzimas. Cuando el cociente a-
cetoglutarato / glutamina disminuye, la GS I se adenila y sBu ac-
tividad decrece: por el contrario, al inactivarse la GS I, la ac-
tividad de GS II aumenta. Al adicionar al medio altas con-
centraciones de amonio la GS II me inactiva, al parecer por otro
mecanismo diferente al de adenilacién.

En este microorganismo no se ha detectado la presencia de la
GDH-NADP (Bravo ¥ col., 1988). La actividad de GOGAT sBe encuentra
regulada por la fuente de nitrégeno y carbono en la que =se cul-
tive esta bacteria, Por otre lade mse sabe gque la GOGAT de

biu es Buceptible a 1la inhibicion competitiva por
cetoAcidos; s5in embarge la importancia fisiolégica de esta
inhibicién no ha sido bien determinada. Notemos entonces que 1la
unica wvia de asimilacién de amonio que tiene Rhizpobium phageoli
ez la via GS-GOGAT.

Practicamente todos 1los microorganismos fijadores de
nitrégeno estudiados hasta 1la fecha, utilizan la via GS-COGAT
durante al procesio de fijacidn de nitrégeno (Brown, 1976; Kleiner
y col., 1981; Nagatanl ¥ col., 1971; Bravo ¥y Mora, 1988). Por
otro lado, exsBiste evidencia de quea una GDH activa es incom-
patible con la fijJacién de nitrégeno durante la simbicais
{Bravo, Becerril y Mora, 1988; Osburne y Signar, 1980).

Recientemente, el grupo de Ranamori vy col. {1987a) han
reportado que Bacillus polymyxa utilize la via GDH-GS5 adn cuando
este fijando nitrégenc;sin embargo, tamblén Be encuentra ac-
tividad de GOGAT en etsas condiclones aunque su papel no es muy
claro. En esta bacteria, los niveles de GOQGAT no varian con 1la
fuente de nitrégeno, mientras que lag actividades de GS y GDH si
paraecen estar reguladas por la fuente nitrogenada. Esates datos
han llevade a estos autores a proponer que el hecho de que B,
polymyxa no pueda desrreprimir la via GS-GOGAT en condiciones de
limitacién de amonio le resulta desventajosc cuando la bacteria
compite con otros fijadores de nitrégenc. Kanamori y col (1587h)



tanbién han estudiado el caso de Bacillus pacerans donde tampoco
e utiliza la via GS-GOGAT cuando el microorganismo fija
nitréogeno; sin embargo esta bacteria s6lo fija nitroégeno en con-
diciones de anaerobiosis estricta, por lo que el utilizar la via
GDH-GS podria resultar més econdmico, va que la via GS~GOGAT im-
plica un gasto mavoer de ATP.

: Renusiendo, en la mayoria de los microorganismos donde se
han eatudiado las vias de asimilacién de amonio, el papel de la
via GS-GOGAT no ha sido aclarado, ya que sdlo para el caso de

es claro que la via GS~GOGAT funciona en condiciones
de limitacidn de amonic. ABl, en otros microorganismos la via GS-
GOGAT podria tener gue ver con la degradacién de glutamina, copno
ha sido propuesato para N, crassa, mientras que 1la via GDH-G3S
parece tener un papel blosinteéetico.

Plantas Superiores. Algunos estudics realizados en
lepuminosas indican que estas plantas poseen varias isoformas de
la enzima glutamino sintetasa; para el caso de frijol, ee han
descrito la existencia de dos isoformas que Sse encuentran en
tanto en hoja como en raiz. Por otro lado, en hoja existen a su
vez varios polipaptidos de GS especificos de este tejido; ademas,
existe otra isoforma especifica de nédulo (Lara M. y cel.. 198S5),
En estos organismos se han descrito dos actividades de GOGAT in-
dapendientes, una de ellas utiliza NADH como cofactor y la otra
as depaendiente de Ferredoxina (Fowler ¥y col.,1974; Lea ¥y
Miflin,1974). Ademés de su especificidad por el cofacteor, estas
enzimam difieren en Bu estructura, ya3 que anticuerpos dirigidos
hacia la GOCGAT Fd-dependiente no cruzan contra la GOGAT-NADH
depandiente (A. Suzukil y col.,1982). Por otro lado, la actividad
de GOGAT-NADH =Be ha encontrado asociada a los plastidos de las
raices mientras que la GOGAT Fd-dependiente se encuentra en
tajidon fotomintéticos asociada a los cloroplastes (Miflin y Lea.
1976} .

Ami, el papel de estas dos enzimas parece ser distinto: la
COGAT-NADH se induce en nédulos de leguminosas paralelamente a la
nitrogenasa y a la leghemoglobina, por lo que se pilensa que Bu
papael es el de asimilar el nitrégeno fijado por los bacteroides,
Por otro lado el grupo de Cullimore vy col., {1988) han descritoe la
axistencia de dos actividades de GOGAT NADH-dependientes en
nédulos de frijol. Al parecer, una de estas actividades es néduloe
especifica y se Iinduce al comenzar la fijacidn de nitrdogeno,
miantras que la otra enzima parece ser especifica de raiz. Las
conatantes de afinidad de estas dos enzimas por sus substratos
son diferentes vy es powmible mepararlas por cromatografia de in-
tercambio iosnico, lo que indica que son dos enzimas distintas.
Otros astudios llevadoer a cabo &n soya con células en cultive han
demostrado que la actividad de GOGAT-NADH estd regulada por 1a
fuente de nitrégeno, mientras que la actividad de GDH no varia al
modificar la fuente nitrogenada (Chiu J. ¥y col., 1979).

ABi pues, parece claro que la principal via de asimilacion
de amonio en plantas superiores es la via GS-GOGAT, aunque
pudiera ser que la GDH tuviera algun papel en raices no
noduladas.

El papel de la GOGAT-Fd dependiente parece ser el de llevar
a cabo la reasimilacion del amonio producido durante la



fotorespiracion. Existen varias evidencias para esta propuesta.
Por un lado, Somerville y Ogren (1980) han aislado mutantes de
b s thaliana incapaces de crecer en condiciones donde se
permite 1la fotorespiracioéon (baljas concentraclones de COz), Esta
mutante esta afactada en 1la GOGAT-Fd por lo quea no puede
reasimilar el amonio generade durante la fotorespiracien. Por
otro lado, el grupo de Osmond ¥y col. (1982), usando Ni=
miguiendo la marca incorporada a aminoacidos (glutamina y aAcido
glutamico ) han demoatrade que la wvia GS-GOGAT-Fd estdA in-
volucrada en la reasimilacitn de amonic durante 1la foto-
respiracién. El miame grupe (8, Ospond ¥ col., 1982b) reporta que
la asimilacién de amonio proveniente de 1la fotorespilracion
pudiera darse en cloroplaste, donde estd localizada la GOGAT-Fd.

Otros resultados indican que la GOGAT-NADH tiene una gran
especificidad por sus substratos, eapecialmente por 2-oxo-
Elutarato ¥Ya que otros catoacidos como sBuccinico vy oxaloacetato
inhiben competitivamente su actividad (M. J. Boland y C. B,
Court, 1%81), Este mismo grupc reporta gque la GOGAT-NADH es
suceptible de ser inhibida, de mapera competitiva también, por
NAD (M. J. Boland y A. G. Benny, 1977). La significancia
bioclégica de estas inhibiciones no ha aide explorada.

Saccharopvces cerevigise. Este hongo posee una deshidro-
gZanasa glutdmica biomintética NADP dependiente cuyo gen estruc-—
tural ha sido denominado GDH1. Cepas mutantes en este gen crecen
coft un tiempo de duplicacidén una hora mayor que el de la cepa
silvestre en exceso de amonio como fuesnte de nitrégeno (Drillien
Yy Lacroute, 1972). Eate crecimiento residual =se debe a la
operacion de la via gS-GOGAT (J. Folch, 1986} ¥y no a la presen-
cia de GDH-NAD como habian propueste Grenson ¥y col. &n 1974.. La
actividad de GDH-NADP an esta levadura se regula por la fuente de
nitrégenc ¥y carbono; cuando se cultiva a S, ¢erevisjae en amonic
como fuenhte de nitrégeno, la actividad da esta enzima alcanza sus
valores maximos, mientras que al adicionar acideo glutamico al
medio de cultivo la actividad se reprime (Roon y Even, 1978). Por
otro lado, Mazon (1978} ha encontrado que al deprivar a la
laevadura de glucosa, la actividad de GDH-NADP disminuye debido a
una degradacién de la enzima. El grupo de Gonzalez y col. (1985b)
ha reportado que mutantes alteradas en aconitasa son incapaces de
inducir la actividad de GDH-NADP debidec a la baja poza de Acido
a~cetoglutarico que presentan; esto sugiere que el propio a-
cetoglutarato o bien otro intermediaric del ciclec de Krebs as un
modulador positive de esta enzima (Gonzaler y col. 1985b). Cuando
la concentracién intracelular de amonio aumenta, la GDH-NADFP se
reprime probablemente para preservar la poza de a-cetoglutarato
(Bogonez y c¢ol, 1985}

La glutamino sinptetasa de S, cerevislase estAd compuesta de
diez a doce mondnmeros de peRo molecular de 43,000 daltones ( Mit-
<hell vy Magasanick, 1983a) y el gen estructural ha sidec clonado
complamentando una mytante de levadura alterada en ia actividad
de G5 (Gonzalez y col., 1984). La GS de esta levadura eata
regulada por la fuente de nitrégeno (Pubois y Grenson, 1974} ¥y se
ha demostrado que su induccién corresponde a una sintesis de novo
(Mitchell y Magasanick, 1984). Estos mismos autores han propuesto
un sigtema de inactivacion irreversible probablemente



proteolitico. Se han identificado tres asistemas regulatorios que
~controlan la produccién de G5 en S, cerevisjae : el primero de
ellos responde a los niveles de glutamina y depende del producto
del gene Gln 3; el segundo pertenece al sistema de control
general de aminocAcidos que acopla la desrrepresién de variss en-
zimas blosinteticas en respuesnta a una deprivacién de amincdcidos
¥ ests mediado por el gene GCH 4; por ultimo, el tercer sistema
responde a la limitacion de purinas (Mitchell y Magasanick,
1984} .

En Saccharomyces cerevisiae se ha descrito la presencia de
la actividad de GOGAT (Roon y col., 1974}. Por otro lado, Meister
¥ col. purificaron la enzima a homogeneldad ¥y reportan que esta
copatituida por dos Bubunidades con pesos moleculares de 169,000
¥ 61,0000 daltones. La actividad de GOGAT en esta levadura nho
varia en respueata a la fuente de nitrégeno por loc que el papel
de la via GS-COGAT en 5, cerevigjlae e= poco claro.

Recientemente, s ha obtenido una mutante alterada en la
actividad de glutamato Eintasa en Saccharomyces cerevisise (J.
Folch, 1986)}. Esta mutante fue obtenida a partir de una cepa
mutante en el gene estructural de GDH ¥y es un auxédtrofo total por
dcide glutimico. El anadlisis genético realizado con esta cepa
sugiere que, ademids de la mutacién en GDH, es portadora de dos
miytaciones que anulan la actividad de GOGAT; cada una de las
autaciones por separado no es suficiente para generar el caracter
GOGAT -,

Estudios 1llevados a cabe con cepas provenientes de las
cruzas utilizadas para el anadlisis genatico, demuestran 9que la
GOGAT no em necesaria para el crecimiento en limitacion de
amonic, como han propuesto otros autores, va que una cepa GDH *,
portadora de las dos mutaciones que generan el caracter GOGAT—,
es capaz de crecer en conhdiciones de limitacién de amonio
utilizando a la via GDH-GS5 para la sintesis de &Acido glutamico y
la asimilacion de amonie (J. Folch,1986}),

Asi pues, parece ser que la GOGAT en 5. cerevisiae tiene
otro papel diastinte al de asimilar amonic en condiciones de
limitacién de nitréogeno. Este trabajo pretende averiguar cual es
@) papel de la via GS-GOGAT en Saccharomyces cerevigisae.

PO



OBJETIVOS

Como se ha mencionado en la INTRODUCCION, 1la wvia de
asimilacidn GS5-GOGAT se ha descrito en un Eran humero de organis-
mos pero su papel en muchoB de ellos no ha sido aclarado.

En S, cerevisise también Se ha descrito la operacidn de la
via G5-GOGAT e inclusive se ha purificade esta ultima enzima
(Roon ¥ col.,1974.1978}, sin embargo su papel en la asimilacion
de anonic es poco claro. Come parte de mi Tesis de Licenclatura
obtuve una mutante de S. cerevisgiase alterada en la actividad de
glutamato sintasa que presenta ung auxotrofia total por Acido
glutAmico. He propuesto en mi Tesis que esta cepa es portadora de
dos mutacliones que, Jjuntas, dan como resultado la carencia de
GOGAT. Asl pues, los objetivos del presente trabajo son 1los
sigulentes:

1.- Demostrar que la cepa mutante en GOGAT es efectivamente por-
tadora de dos mutaciones.

2.-Determinar de que modo contribuyen c¢ada una de las mutaciones
para generar el fenotipo GOGAT -,

3.- Apalizar 1las condiciones en donde funcione la via GS-GOGAT
para determinar su papel an Saccna;omgceg cerguis;ae,



MATERIAL Y METODOS

* CEPAS: Las cepas umadas en este trabajo smon: la cepa S288C (MAT
a, sue 2, gal 2 cyup 1); la cepa DS87-4B (_MAT a, his 1) ¥y la cepa
D585-11C {MAT a ,lvs 1) que provienen de los laboratorios de Cold
Spring Harbor, Nueva York, E. U.. Las demas cepas fuercon ob-
tenidas en nuestro labeoratorio del Centro de Investigacion sobre
Fijacién de Nitrégeno de la U.N.A.HM.

MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO : pPara el
creciniento en precultivos se utilizé medio YPD {extracto de
levadura 1 %, peptona de caseina 2R, ¥ glucosa al 2% como fuente
de carbone) o medio minimo, segun se indica en el texto, El medio
nminimo {(MM) se prepard siguiendo la férmula de Difco Yeast
Nitrogen Base con vitaminas, sales y elementos traza; como fuente
de carbono se afjadié glucosa al 2% ¥y como fuente de nitrdégeno
sulfato de amonic 40 mM. Para los crecimientos en etanocl o
acatato basta substituir la glucosa por cualquiers de estos com-
puestos, tambilén a una concentracion del 2%. Los requerimientos
de auxotrofia se afladieron a una concentracién del .01%, salvo el
Acido glutamico, cuya concentracion final fue de 0.1%

Para 1los crecimientos en condiciones de limitacién de amonio
S prepard un medio idéptico al MM pero sin sulfato de amconilo
(SN}. A este medio se le invectd una soluciédn de cloruro de
amonio al 0.008% a un ritme de 0.85 ml /hr.

Las ceélulas se incubaron a 30* C ¥y el crecimiente me siguld
midiendo la depsidad é4ptica del cultivo a 650 nm de longitud de
onda © bien en un aparato Klett-Sumerson.

Para 1l1las determinaclones de las actividades enzimAtficas el
tiempo de cultivo y la velccidad de agitacién se variaron de
acuerdo a cacda experimento, Estos parametros se indican en el
texto o en los pies de flgura.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GOGAT : El extracto celular se
preparéd colectando las células por filtraciédn usando filtros Mil-
lipore tipo RAWP 1.2. Las células se resuspendleron en buffer de
extraccelén de GOGCAT: Feomsfato de potasio 0.1M pH 7.5 y @3-

mercaptoetancl al 0.5%. Para =medir la reaccidén se prepara el
siguiente coctel

Foafato de potasio 0.1M ~-eccccemee- - 0.87 ml
NADH 20 MM —wmm-moeo—mmm— mmmem—————- 0,05 ml
a-cetoglutarato 0,01M -——===nwww--—= 0,05 nl
EXLrACLO ——~——————————eee m————————= 0.02 ml
Glutamina 50 mg/Ml --—--———ewcrwe-—- 0,02 AL

Como control se usd la misma mezcla de reaccién adicionada



de 0.2ml de una una solucidn de azaserina 25 aM. La reaccion se
arrance con la solucién de glutamina v se sigue el decaimiento
de NADH midiends absorbancia a 340 pm de longltud de onda en un
espectrofotometro, Para determinar la actividad de GOGAT a los
diferentes pH's se usan los diferentes buffers ajustados a 1las
PH's correspondientes. Asi mismo, la solucién de a-cetoglutarato
debe estar ajustada al pH correspondiente.

PURIFICACION DE GLUTAMATO SINTASA : Se prepardé el extracto en
buffer de ejdtraccion de GOGAT ¥y se precipitd con sulfato de
amonioc al 40% de saturacién., La pastilla se resuspendid en
buffer de extracclén de GOGAT ¥ se dializd toda la noche. El ex-
tracto se pasd por una columna de intercambio iénico de DEAE-
sephacel;la enzima se eluyd con un gradiente lineal de cloruro de
potasio de 0 a 500 oM {(200ml) ¥y se colectarcn fracciones de un
mililitro. Aquellas fracciones con actividad se recuperarcon; una
vez dializado el extracto se pasé por una columna de sepharosa
azul, La enzima pura =se eluyd con 30 ml de una solucion de NADH
0.1 mM, La electroforesis se llevé a cabo sigulendo el método de
Laemmli ¥ col. {Laemmli,1970) . Esta parte del trabajo se realizé
con la colaboracién del Dr. #iguel Lara, en el Centro de
Investigacidn sobre Fijaclén de Nitrégeno de la U.N.A.M.

CRUZAS Y DISECCION DE TETRADAS : Las cruzas se llevaron a cabo
estriando las diferentes cepas una encima de otra en placas de
YPD. Después de 48 hrs. de incubaclén a 30 grades C se transfirles
la cruza a medio de esporulacién segun férmula de Fink (1970) en
donde se& incubd de 3 a S dias hasta ver la aparicion de ascas.

Las tétradas de las diferentes c¢ruzas Se trataron con una
solucién de glusulagsa al 0.2% durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se toméd una asada de la suspension y se colocéd sobre
una capa de agarosa al 2%. La separacién se llevd a cabo con un
micromanipulador con aguja de vidrio.

Esta parte del trabajo se realizé en el laboratorioc de la

Doctora Aurora Brunner en el Instituto de Fisioclogia Celular de
la U.N.A.M.

DETERMINMACION DE PROTEINA : La proteina de los extractos
calulares se cuantificd de acuerdo al métcde de Lowry {Lowry vy
col., 1951) usando albimina bovina como estandar.



RESULTADOS

I. ANALISIS GENETICO DE LA MUTACION GQUE CONFIERE
EL FENOTIPO GOGAT—

Como se ha mencionado en 1la introduccion. el analisis
genético llevado a cabo con la cepa CN33 (GDH™ GOGAT™) (Fig.1l)
sugliere fuertemente que esta cepa es5 portadora de dos mutaciones
que provocan el fenotipo de auxotrofia por adcido glutAmico dado
que los resultados del analisis de la progenie de esta cepa
muestran la aparicién de patrones de segregacidn 3:1 .4:0 vy 2:2
{Tabia 1). Para confirmar estos resultados se midid la actividad
de GOGAT en 15 tétradas provenjentes de la cruza CN33 x D585-11C
(Fig. 1}. En todos los casos se encontrd que en las segregantes
3:1, tres de las cepas mahtienen la actividad de GOGAT mientras
que la restante carece de ella. Asi mismo, 1las cuatro cepas de
lasg teétradas gue presentan patréon de segregacidén 4:0 muestran
todas actividad de GOGAT. {Datos no mostrados}). No se did el caso
de obtener patrones de segregacién inversos, es5 decir, tres cepas
auxétrofas ¥y una protétrofa & cuatro cepas auxdtrofas.

Para demostrar que el patrén de segregacién obtenido de la
cruza ©CN31 x CHN34 (Fig.1l) se debe a dos mutacicnes, decidimos
trabajar con las ¢epas CN36&, CN37, CN38, y CN39 (Fig.1}, tadas
provenlentes de la misma tétrada que presenta un patrén de
segregacion 3:1 {(combinacién B de la Tabla 1). aAsi, se hicleron
diferentes cruzas para analizar la progenle y determinar que
cepas eran portadoras de las mutacilones senclllas y cual tenia
los dos alelos silvestres; esto debldo a que los datos de.ac-
tividad enzimatica séle muestran que la cepa CN29 es la portadora
de dos mutaciones va que carece de la actividad de GOGAT (Fig.2).

De diez tétradas analizadas de la cruza de la cepa CHN36 x
CN39,. cuatrc presentan un patrén de segregaclén 2:2, cinco
segregan 3:1 y la restante lo hace 4:0, 1lo cual indica que la
¢epa CN36 conserva los dos alelos silvestres ya que en la cruza
se dan otra vez todas las posiblidades de segregacién de la Tabla
1. Toda la progenie de la cruza de la cepa CN38 x CN39 presenta
un patrén de segregacién 2:2 lo que demuestra qQue la cepa CN36 es
portadora de una mutacién sencilla. Por otro lado, al cruzar las
cepas CN38 x CN3I7 se obtiene un patrén de segregacion esperado
para una cruza en 1la que los dos padres son portadores de una
avtaciédn sencilla, es decir. tres presepntan segregacion de 2:2
cinco lo hacen 3:1 y dos 4:0. Asi, queda clarc que la cepa CN36
a5 portadora de dos alelos silvestres, la cepa CN39 de dos alelos
mutados y las cepaS CN37 y CN38 son portadoras de un alelo
mutado y uno silvestre (combinacién B de la Tabla 1),

Por otro lado. todos los diploides formados en las cruzas
son capaces de crecer en MM, lo que indica que las mutaciones son
recesivas frente al alele =ilvestre,

Una vez conocide el nimero de mutaciones presente en cada
cepa, procedimos a realizar un analisis bioquimico de las ac-
tividades de GOGAT presentes en las cepas CN36, CN3a7, CN38, Y
CN39.



Figura 1. Cepas de_Saccharomyces cerevisiae
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ver textc para el fenotipo de las cepas CN36,CN37,CN38 y CN39



TABLA 1. <ombinaciones Posibles de Segregacion de Dos
Mutaciocnes Involucradas en el Fenocipo GOGAT-

A (2:2) B (3:1) C (4:0)
Genotipe Fenotipo Genotipo Fenotipo Genotipo Fenotipo
a b GOGAT a b GOGAT a b GOGAT
+ + + + + ) . o . : +
- + + + - s R Y

- - - - PR g e - 'Y ) +*




II. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS ACTIVIDADES DE GOGAT
PRESENTES EN LAS CEPAS CN36, CN37, CN38, Y CN39.

Como 8e menciona en el incisc anterior, la evidencia
genatica hasta ahora presentada, demuestra la presencia de dos
mutaciones en la cepa CN33: para llevar a cabo un estudic bio-
quimico de estas mutaclones se escogleron las cepas CN36, CN37,
CN38, ¥ CN39, vya 4que presentan un patron de segregacion 3:1
{combinacién B de la Tabla 1) v por lo tanto las nmutacliones estan
separadas en dos de ellas: CN37 y ChN38. La Figura 2 muestra una
curva de actividad de GOGAT medida a diferentes pH's. Los extrac-
tos fueren cbtenidos de las cepas CN36, CN37, CN38 v CN39 cul-
tivadas en MM en condiclones de microaerofilia. Como se puede ver
en la Figura 2a, la eepa CN26 ({que es portadora de dos alelos
silvestres), presenta dos actividades coh pPH's oOptimos
diferentes: una a pH 6.5 (GOGAT A} v otra a pH 7.0 (GOGAT B),
mientras que las cepas CN37 y CN38 presentan actividad séle a une
de los dos pH'S dptimoes, una sdlo a pH 6.5 (CN38, Fig.2A) v la
otra s&lo a pH 7.0 (CN37, Figp.2B). La cepa CN39 s&lo presenta
niveles muy bajos de actividad a todoe lo large del rango de pH's
{F1lg.2B). Hasta aqui los datcs concuerdan con 1la evidencia
genética de que las cepas CN37 y CN3B son portadoras de sélo una
mutacidén y por lo tanto sélo retienen una de las actividades de
GOGAT.

Buscand® una melor caracterizacion bioquimica de estas ac-
tividades enzimaAticas se probaron diferentes cetoscidos come in-
hibidores de la actividad de GOGAT de acuerdo con los resultades
cbtenidos por Mora ¥ col. (1987). En la Figura 3 se muestran las
curvas de 1nhibicidn por isocitrato de las actividades de GOGAT
medidas a los do= pH's oéptimos; los extractos e obtuvieron de
las cepas CN36, CN37 y CN38 cultivadas en MM en condiciones de
microaerofilia. Como se observa, 1l1a actividad detectada a pH 6.5
de las cepas CN36, CN37 (actividad residual} y CN38 es sensible a
la inhibicién por isocltrato {Fig. 3A), mientras que la actividad
a pH 7.0 de las cepas CN26, ¥ CN37 es resistente (Fig. 3B). Es de
notarse que la actividad de GOGAT B (pH 7.0) de la cepa CN38 es
sensible a la inhibicién por isocitrato en contraste con la de
las cepas CN36 y CN37. Esto ultimo pudiera indicar que la cepa
CN28 es portadora de una mutacién estructural que hace mas sen-
sible la actividad de pH 7.0 & la inhibicién por imocitrate . Es~
tos datos sugieren que lags actividades medidas a pH 6.5 ¥ a pH
7.0 corresponden a dos entidades protélcas diferentes.

La GOGAT de S. cerevisiae ha sido purificada a homogeneidad
por el grupo de Roon ¥ col. (1974). Sin embarge estos autores
g&lo reportan la existencia de dos subunidades que no tienen ac-
tividad por separado. Posiblemente las condiciones de cultivo de
estos autores no sean permisivas para la expresién de las dos ac-
tividades aqui descritas {(ver el giguilente inciso y DISCUSION).
Con el objeto de caracterizar mejor nuestro sistema, decidimos
purificar la GOGAT de S. cerevislae a partir de la cepa CN36
cyltivada en condiciones de microaerofilia, ya que esta cepa
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presenta claramente las dos actividades de GOGAT ya descritas
(Fig. 2a).

El extracto celular se prepard como se describe en MATERIAL
Y METODOS ¥ se precipité con sulfato de amoniec al 407 de
saturacion; después de dializarlo, se pasd por una columna de in-
tercamblo 1ié6nico de DEAE-Sephacel. pespués de lavar la columna
con buffer de extraccldédn + PMSF, sSe eluyd la enzima con un
gradiente lineal de cloruro de potasio de 0 a S00 mM (200 ml). Se
colectarcon 150 fracciones de 1.25 ml aproximadamente y se midio
la actividad de la enzima. La actividad se encontré en diez frac-
clones que fueron mezcladas y dializadas toda la noche. Despuéas
de 1la dialisis la enzima se paséd por una columna de sepharosa
azuy)l, La sepharosa azul e5 un colorante de estructura nuy
parecida al NADH, que es substrato de la GOGAT. por lo que la en-—
zima sSe une a la columna mientras que otras proteinas pasan de
largo. La columna se lavt hasta no detectar absorvancia a 280 nm
de longitud de onda lo cual es indicativo de que las proteinas
inespecificas han abandonado por completo la columna. La ac-
tividad de GOGAT se eluyd con una soluciédn 0.1mM de NADH, va que
el substrato, al ser mas afin por la enzima gque el colorante,
compite por el sitio de unién ¥ despega la proteina; la Tabla 2
muestra los diferentes pasos de purificaclén de la actividad de
glutamato sintasa obtenida de la cepa CN36.

La Fig.4 muestra el analisis electroforetico de la enzima
pura obtenida de la cepa CN36. Como se puede ver, 5610 una banda
de alto pesg molecular se enriquece, pero aun se observa una
banda muy tenue por debajo de la banda enriquecida, Dado que la
enzima ha sido purificada 6,200 veces (Tabla 2), lo mas probable
es que la banda de bajo peso molecular sea un producto de
degradacisnh de ls enzima pura, E1 patrén de pH's optimos obtenido
con esta preparacién es nuy similar al obtenido con extractos
crudos, es decir, se encuentran los dos plcos de pH éptimo (datos
no mostrades). Por otro lado, purificaclones de GOGAT obtenidas
de las diferentes cepas mutantes muestran el mismo patrén
electroforéetico (datos no mostrades). Estos datos parecen indicar
que la banda de alto peso molecular estd compuesta por las dos
actividades de GOGAT dado que cabe la posibilidad de que exis-
tieran dos enzimas de peso molecular semejante. Por este motivo,
se recorté la banda de alto peso molecular para la obtencidédn de
anticuerpos de modo de llevar a cabo un analisis por
electroforésis de doble dimensién tipe ©O'farrel revelando las
proteinas por medio de los anticuerpes. Actualmente se aspera la
obtencidén de los anticuerpos.

Los datos hasta aqui presentados suglieren que Sacchargmyces
gereviziae posee dos actividades de glutamatoc sintasa con pH's
optimos diferentes y distinta sensibilidad a inhibidores; sin em-
bargo, no ha sido posible separar estas actividades por ningunec
de los métodos empleados (cromatografia en DEAE-sephacel ¥
electroforésis en gel nativo de acrilamida) por lo que prob-
ablemente Be trate de una sola enzima, sujeta a modificacién, lo
que genere las diferencias en pH 6ptipoc v sensibilidad a 1in-
hibidores. A contitilaclon presentaréd algunos datos fisiologicos
que apovan esta hipdtesis.
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fFigura & .- Electroforé¢sis en gel de acrilamida en *son-
diclenos nativas de la plutamato sintasa pura obtenida de 1a cepa
CN736, Todos los carriles presentan la misma muestra.



TABLA 2, Purifjicacién de la Glutamato Sintasa de la cepa CN36
Faso Jde Proteina Unidades Actividad Factor de
Purificacion Total Totales Especifica Furificacién
Extracto 654.24 mg 18.64 U. 0.0284 = 1
crudo .

DEAE- 32.0 mg 14.14 U. 0.441 15.5
Sephacel

Sepharosa 0.02C mg 3.53 u. 176.5 6,214
Azul

a Unidades

por miligramo

de proteina.



III. FENOTIPOS DE LAS CEPAS S2BaC, CN36, CN37, CN38 Y CN39 EN
FUENTES FERMENTABLEE Y NO FERMENTABLES DE CARBONO

Algunos investigadores han propuesto que el papel de 1la
GOGAT es el de ser la enzima responsable de la sintesis de acido
glutamico en condiciones de limitacion de amonio. Sin embargo,
como se menciond en la introduceion, una cepa que carece de la
actividad de GOGAT (CN35, ver Fig.1) pero que conseva la ac-
tividad de GDH-NADP es perfectamente capaz de crecer en
limitacién de amonic (ver DISCUSION). Asi, parece ser que la
GOGAT en este microerganismo tiene un papel distinto al de
asimjlar amonico cuando este se encuentra en concentraciones
limitantes,

La asinilacidén de amponio es un procesc en €l cual converegen
el metabolismo de nitrégeno y el de carbone vya que el amenlo
proveniente del medjio o del catabolismeo de compuestos nitro-
genados es incorporado a un esqueleto de carbono. Por este motive
es muy importante que ambos metabollsmos estén reguladeos coor-—
dinadamente, Los datos presentados anteriormente sugieren que la
regulacién de la glutamate sintasa en 5. cerevisiae no responde a
la limitacisdn de nitrégeno, por lo que decidimos explorar la
posibilidad de que la fuente de carbono tuviera un papel impor-
tante en la regulacidn de esta enzima.

La Figura 5 muestra una curva de crecimlente de las cepas
528B8C, CN36, CN37, CN38 ¥ CN39 en etanol (panel A) y glucosa
(panel B) como fuentes de carbono {(ambos experimentos llevan sul-
fato de amonio como fuente de nitrdgeno). Como se observa en el
pPanel B, la cepa CN36 pese a ser GDH-, es capaz de crecer en esta
condicién gracies a la presencia de las actividades de GOGAT A vy
B (Fig.2A). Las cepas CN37 {portadora sdélo de la GOGAT B) y CN3B8
(portadeora de la GOGAT A) presentan un crecimiento similar entre
ellas aunque mencor que el de la cepa CN36. La cepa CN39 es in-
capaz de crecer en ninguna de las dos condiciones.

La Filgura 5A muestra el crecimiento de las mismas cepas en
etanol como fuente de carbono; como se observa, el crecimiento de
la cepa silvestre (S288C) es ideéntico al de la cepa CN36, descar-
tando asi el funcionamiento de la GDH-NADFP en estas condiclones;
ademas, el grupo de Bogonez ¥y col. ({1985) han reportado que la
actividad de GDH-NADP de una cepa Silvestre cultivada en acetato
como fuente de carbone estd reprimida. Las c¢epas CN37 y CND9 son
incepaces de c¢recer cuapndo se cultivan en una mala fuente de car-
bono como etanol (Fig.S5A).,lo que suglere que la actividad de
GOGAT pH 6.5 es indispensable para el crecimientc en estas
condiciones; en contraste, la cepa CH3IB8 (que es portadora de la
GOGAT pH 6.5 ) =i es capaz de sostener el crecimiento en etanol
conme fuente de carbone. Sin embargo, vale la pena notar que el
crecimientc qQue presenta esta cepa ne es igual al de la cepa sil-
vestre.

Pasemos ahora a la PISCUSION, donde presentaréd un modelo que
explica estos datos.
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DISCUSION

El estudio de segregacién llevado a cabo con la cruza CN34
¥ CN31 sugiere que la cepa CN33 es portadora de una doble
mutacién. EL1 hecho de que el patron de segregacion que presenta
esta cruza sea predominante 3:1 (cinco tétradas de diez ana-
lizadas) podria explicarse de dos maneras. Una posibilidad es gque
un fendmeno de conversidén génica fuera el responsable de Jla
aparicion de segregantes 3:1; sin embargo se sabe que la frecuen-
cia de conversién génica es de una en diez tétradas analizadas y
dado el elevado nimero de tétradas con patron de segregaclén 3:1
que se obtilenen, es poco probable que se trate de un fenémeno de
conversién génica. La otra posibilidad es que la cepa CN33 sea
portadora de dos mutaciones necesarias para abatir la actividad
de GOGAT, en cuyc caso sSe dap todas las posibilidades de
segregaclién que se muestran en la Tabla t.

Para demostrar que en efecto esta ultima posibilidad es la
correcta, se crularon las cepas pertenecientes a una tétrada que
presentd un patrén de segregacion 3:1 entre ellas mismas.
Asumiendo que la cepa CN36 sea portadora de los dos alelos s5il-
vestres, al cruzarla por una cepa como la CN39 (que carece de la
actividad de GOGAT v por l¢ que debemos asumir que es portadora
de las dos mutaclicones) es de esperarse que el patrén de
segregacién de la progenie sea de nuevo 2:2, 3:1 ¥ 4:0 ya que
todas las posibilidades de recombinacion de la Tabla 1 puedan
darse. El anaAlisis de segregacién de la progenie de esta cruza
muestra que efectivamente este es el caso, por lo que queda
demostrado que la capa CN36 es portadora de dos alelos silvestres
Yy la cepa CN39 de dos alelos mutados. Por el contrarioc, 1la cruza
de las cepas CN38 x CN39 genera un patrén de segregacién 2:2 lo
cual indica que la cepa CN38 es portadora de s6lo un alelo
silvestre; solamente las dos cepas que hereden este alelo tendran
actividad de GOGAT. Dados estos datos, es de esperarse que la
cepa CN37 sea portadora de una scla nutaclén, de modo que al
cruzarla por la cepa CN38 que es portadora de la otra mutacién,
el patron de segregacién cbtenideo vuelve a ser 2:2, 3:1, ¥y 4:0,
lo que demuestra que las cepas CN37 y CN38 son portadoras de una
scla mutacion cada una. Los resultados obtenidos al analizar la
progenie de estas cruzas apuhtan de manera muy convincente que la
cepa CN33 efectivamente es portadora de dos mutaciones y que am-
bas son necesarias para generar el fenotipoc GOGAT-,

El hecho de que tanto la cepa CN37 como la cepa CN3@
presenten actividad de GQOGAT y ademAs Bean necesarias dos
mutaclones para abatir por completo la actividad de GOGAT en Sac—
charomyces cerevisiae, sugiere la presencia de dos actividades de
GOGAT en este microorganisme ¢ bien la existencia de un sistema
regulatorio para GOGAT. Analicemos ahora 1la caracterizacioén
bicquimica llevada a cabo con las diferentes cepas mutantes.

En la Figura 2 se muestra la actividad de GOGAT medida a
distintos pH's. La cepa CN36, que es portadora de dos alelos sil-
vestres, presenta actividad de GOGAT a dos pH's éptimos dife-



rentes: 6.5 (GOGAT A) ¥y 7.0 (GOGAT B). Por otro lade, las cepas
mutantes GN37 y CN38 solamente presentan actividad a uno de los
PH's &ptimos encontrados; la cepa CN37 carece de la actividad de
GOGAT A pero conserva la GOGAT B. La cepa CN3B retiene la ac-
tividad de GOGAT A; sin embargo, en esta cepa es posible detec-
tar el plico de actividad de pH 7.0 cuando se usan extractos
dializados para hacer la curva de actividad wvs. pH (anaid
Antaramian, comunicacién personal). Las cepas CN36 ¥y CN37 presen-
tan el mismo patron independientemente de si se dializa o no el
extracto. Una posibilidad es que la cepa CN38 sea portadora de
una mnhutacidén que resulte en la acumulacion de algun inhibidor de
la enzima, Sin embargo, es de notarse que la GOGAT B de esta cepa
es mas sensible a la inhibicién in vitro por isocitrato que la de
la cepa silvestre . Este dato suglere que la cepa CN38 es5 por-
tadora de una mutacidén estructural que ha afectado la sen-
sibilidad de la enzima a inhibidores. La cepa CN37 parece ser
portadora de una mutacién regulatoria que le impide expresar la
actividad de GCGAT A (ver mas adelante).

. La inhibicién de 1la actividad de GOGAT por iscocitrato
sugiere que las actividades de GOGAT A y GOGAT B se deben a dos
formas diferentes de la enzima, ¥a que su respuesta al inhibidor
es muy diferente cuande se mide a los distintos pH's optimos.
Estc mismo sSuglere que las constantes de afinidad de las dos for-
mas enzimAtlcas por sus substratos son diferentes, ya dque la
inhibicién por cetoadcidos, al igual que en otros sistemas , mnuy
probablemente sea competitiva,

Hasta aqui l1los resultados obtenidos apuntan a la presencila
de dos entidades protélcas distintas con actividad de GOGAT en
Saccharomyvees gerevisiae.

Con cobjeto de analizar si estas dos actividades corresponden
a dos enzimas 1inependientes, decidimos 1llevar & cabo una
purificacion de la glutamato sintasa de la cepa CN36, ya que esta
cepa presenta los dog picos de pH Sptimo.,

La Tabla 2 muestra los distintos pasos de purificacién de
la GOGAT de la cepa CN36. Al purificar la enzima de esta cepa
por nmétedos de Intercambic i1dnico (DEAE-sephacel) vy afintdad
(Sepharosa azul), no eés posible separar dos protelnas distintas.
E)l patron electroforeético muestra sélo una banda de 230,000 dal-
tones {aprox.) de pesc molecular. Ahora bien, autn cabe la
posibilidad de que existan dos glutamato sintasas independientes
con un paso molecular semejante. Otra posibilidad es que las
diferencias de pH éptimo y de sensiblilidad a los inhibidores es-
ten dadas por una moedificacion en una scla ehzima, es decir, que
realmente s&lo se fabrique una GOGAT Pero que esta sea suceptible
de ser modificada dcpendiendo de las condiciones del medioc. Esta
modificacian seria la responsable de el ligero cambice en el pH
Sptimo de 1la enzima ¥ de las diferencias de sensibilidad al
ismocitrato, que bien pudieran reflejar un cambio significativo en
las demas propiedades cinéticas de la enzima.

Para analizar con mAs detalle estas posibilidades seria con-
veniente cobtener anticuerpes cohtra la enzima pura de l1la cepa
CN36 ¥ 1llevar a cabo un analisis electroforétice de doble
dimension tipo 0'farrel revelando las proteinas por medic de 1los
anticuerpos (Western). Este tipo de analisis me permitira distin-



guir s1 se trata de dos enzimas independientes o de una sola
medificada; 51 este es el casc, se podr4é saber si la modificacién
es en la subunidad grande o pequefla de la enzima. Actualmente me
shncusntro en el proceso de obrencisn de leos anticuerpos.

El papel de la GOGAT en S. cerevisiae no ha sido aclarado,
ya que su actividad es muy baJa y no varia al mediflcar la fuente
de nitrogenc: sin embargo, muchos investigadores asumen que, al
ipgual que en otros sistemas, esta enzima lleva a cabo la sintesls
de 4cido glutdmicc en condicicnes de limitacion de amonioc. Los
datos presentados en mi Tesis de Licenciatura (J. Folch, 1986)
descartan que este =sea el papel de la GOGAT en este microor-
ganismo, ya que las distintas cepas mutantes crecen con el mismo
tiempo de duplicacién que la cepa silvestre en condiciones de
limitacién de nitréegenc. Ademas, una cepa portadora de las dos
mutaciones que abaten la actividad de GOGAT, perc que es por-
tadoras de una GDH-NADF silvestre, es capaz de crecer con el mismo
tiempo de dupllcacién que 1la cepa silvestre en condiciones de
limitacién de nitrégeno. La actividad especifica de GDH-NADP en
esta cepa €3 hasta tres veces mnaAs alta que la que presenta la
cepa silvestre. Probablemente la sobresintesis de esta enzima
compensa sSu  baja afinidad por amonio vy le permite llevar a cabo
la asimilacién de amonio, aunque este compuesto Se encuentre a
bajas concentraciones.

Asi, parece que el papel de la GOGAT en levadura no es el de
llevar a cabo la asimilaciénh de amonio en condiclones de
limitacion de nitrégeno. Como va se menciond en los RESULTADOS,
decidimos explorar el efecteo de fuentes no fermentables de car-
bone en las diferentes cepas mutantes, ya que el metabolismo de
carbono y @l de nitrégeno deben de estar regulados coor-
dinadamente ¥ la asimilacién de amonio es el proceso mediante el
cual se unen estos dos metabolismos.

En la Figura 5 se muestran los crecimientos de las distintas
ceapas mutantes Yy la cepa silvestre en glucosa y etanol como
fuentes de carbono. Por un lado, queda claro que la GDH-NADP no
funciona cuando se da etanol como fuente de carbone., ya gque la
cepa Bilvestre presenta el mismo tiempo de duplicacion que la
cepa mutante en GDH (CN36). AdemaAs, Gonzalez y col. (1987) han
denostrado que en malas fuentes de carbono come etannl ¥ acetato,
la GDH-NADF estd inhibida ¢ reprimida. Otro reporte a este
respecto lo proporciona el grupo de Bogonez y c¢ol. (1985) al
demcestrar que la sintesis de la GDH-NADP en levadura se reprime
cuande se da acetato como fuente de carbono.

Asi, parece ser gue la via de asimilacidén de nitrégeno que
empled Saccharomyces cerevisiae en fuentes no [fermentables de
carbono es la via GS-GOGAT. Sin embarge, los ‘experimentos
realizades con las diferentes cepas mutantes 1indican que se
requiere una GOGAT ''especial'' para crecer en estas condiciones.
Como s8Se puede apreciar en la Figura S, la cepa CN37 (que carece
de la actividad de GOGAT A) eR incapaz de crecer en etanol como
fuente de carbono:; este dato indica que se requiere
especificamente esta forma de la enzima para poder sostener el
crecimiento. Muy probablesente las constantes de afinidad de la
GOGAT B no sean las adecuadas para poder tomar sUu& Substratos a
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las concentracicnes que Se encuentran en limitacien de carbono.
AdemaAs, en nuestro grupo Se ha encontrado que la GOGAT B es muy
sensible & la inhibicion por HNAD mientras que la GOGAT A es
resistente a este inhibidor (Anaid Antaramlian, c¢omunicaclion per-—
sonal.) Cuando se da etanol como fuente de carbono, la unica
posibilidad de obtener ATP es a través de la cadena respiratoria
por lo que en estas condiciones es de esperar que las pozas de
NAD sean mas elevadas que las de NADH dade que este compuesto
necesita sSer oxidado para la obtencién de ATP. Tal vez este sea
el motive por el que la cepa CN37 es incapaz de crecer en malas
fuentes de carbono, ya que la unica enzima capaz de llevar a cabo
1a asimilacién de amonio esté inhibida,

Por otro lade, notemos en la Flpgura SA que la cepa CN38 no
es capaz de crecer en etanol con el mismo tiempo de duplicacién
de la cepa silvestre. Cuandec s5e mide el patrén de pH's éptimos en
esta cepa cultivada en etanol coimo fuente de carbono sdlo
aparece el plco de GOGAT A {pH 6.5) al igual que en la cepa Sil-
vaestre cultivada en las mismas condiciones; asi mismo, extractos
dializados obtenidos de esta condicidn, .s56l0 muestran la
recyperacion de la actividad de GOGAT B (pH 7.0). mientras que no
se observa efecto de dialisis en la actividad de pH 6.5 en nin-
guna de las dos cepas. (Anald Antaramian, comunicaciéon personal).,
EBte dato apova la supocisiédn de que la cepa CN38 es portadora
de una mutacion estructural que no logra inactivar por completo
la activided de GOGAT. Asi mismo, este dato descarta que la GOGAT
A sea una enzima independiente de la GOGAT B, ya que 381 este
fuera el caso, la cepa CN38 seria portadora de una GOGAT A S1l1-
vestre (ver los datos genéticos de la Tabla 1} y por lo tanto su
crecimiento en etancl deberia ser idéntico al de las cepas CN3& ¥
silvestre. Si 1la cepa CN38 fuera portadora de una mutacidn. que
resultara en la sobreproduccldédn de algan inhibider de la GOGAT,
notariames un efecto de diAlisis en la actividad de pH 6.5 de la
cepa CN38 y este no es el caso. Comec mencioné anteriormente, es-
tos datos se ajustan mejor al modelo en el cual proponge que la
GOGAT de levadura se sintetiza en una forma (GOGAT B} pero que es
suceptible de sufrir una modificacién que cambia sus propiedades
cineticas, su sensibilidad a inhibidores y su pH é6ptimo hacia pH
6.5 (GOGAT A).

Asi., e=ste modelc implica que la cepa CHN3B es pertadora de
una mutacién "' leaky ''que afecta principalmente a la enzima en
su estado no modificado (GOGAT B). Sin embargo esta cepa es capaz
de modificar su GOGAT hacia la forma que tiene pH optimo de 6.5 ¥
asto probablemente mejore la funcién de la enzima, ya que le per-
mite crecer en etanol como fuente de carbono, aunque con un
tiempo de duplicacién mayor que el de la cepa Silvestre. Esto
también explica que en la cepa CN38 sea posible detectar la ac-
tividad de pH 7.0 cuando se dialjiza el extracto. ya que la
dialisis la libera de la inhibicidn por cetodcidos a la cual su
GOGAT B es mAs sensible.

Por otro lado, el modelo tambiéen implica que la cepa CN37
FOSee una GOGAT silvestre (forma B) pero es portadora de una
mutacidn que le impide modificar su GOGAT haclia la forma A, por
lo que JjamAm aparece el pico de actividad a pH 6.5 ¥ por lo tanto
esta cepa €3 incapaz de sostener el crecimientc en etanol como
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fuente de carbono.

X Este modele también explica el hecho de que estas cepas
mutantes no puedan c¢recer en glucosa ¢omo fuente de carbono con
el mismo tiempo de duplicacién que su hermana la cepa GCN3I6, que
pPosee tanto a 1la GOGAT A como a la GOGAT B, Asi., 1la cepa CN38 no
puede sinptetizar la misma cantidad de acideo glutamico que la cepa
CN36, yva que, a pesar de tener las dos formas enzimaticas, la
myutacién de la que es portadora hace que su GOGAT B funcione mal.
El dato de que la cepa CN35 (GDH* GOGAT A - GOGAT B-~) crezca con

un tiempo de duplicacidn mavor que el de la cepa silvestre en
glucosa come fuente de carbond suglere ademads, que la GOGAT B
pudiera tener un papel muy importante en esta condicioén. Por otro
lado, la cepa CN37 tampoco crece con el mismo tiempo de
duplicacion que la cepa CN36, ¥Ya que, al faltar la GDH-NADP, se
requieren las dos formas de GOGAT para poder sostener un
crecimiento con ese tlempo de duplicacién (Figuras 2 ¥ 5). La
cepa CN39, al ser portadora de ambas mutaciocnes es incapaz de
crecer en ausencia de acido glutamice, va sea en glucosa o etanol
como fuentes de carbono.

Creo que el analisis por medio de anticuerpoes de las ac-
tividades de GOGAT en las cepas mutantes y silvestre contribuira
al esclarecimiento de este modelo,

Los datos hasta aqui presentados sugleren fuertemente que
el papel de la GOGAT A es el de llevar a cabo la sintesis de
Acide glutadmico en condiciones de limitacién de carbono. Prob-
ablemente sea necesario modificar la enzima para que su afinidad
por algune de los substratos aumente y pueda llevar a cabo la
sintesls de Acido glutamico. Los datos de inhibicién por
cetoacidos EBugieren que la constante de afinidad por 2-oxo-
glutaratoe se modifica, va que a pH 6.5 esta enzima es suceptible
a la inhibicién (muy probablemente de tipo competitive) por estos
compuestos. Por otro lado, esta modificacién también hace que la
enzima sea resistente a la inhibicién por NAD, 1lo que le permite
operar en c<ondicicnes en donde la cadena respiratoria esta fun-
cionande muy rapidamente.

La GOGAT B muy probablemente sea importante en condicicnes
de micreoaerofilia y anaercbiosis, Revisemos algunos datosS que me
llevan a proponer un papel dual para la GOGAT B en estas con-
dicliones.

En Saccharomyces cerevisiae, Soberén y col,{1987a) han
descrito la existehcia de dos glutaminasas, una citoplasmica
{glutaminasa B) Yy otra asoclada a membrana (glutaminasa A):
mutantes afectadas en la actividad de glutaminasa B son lnhcapaces
de crecer en glutamina como fuente de nitrégeno, ¥a que si este
compuesto sSe acumula, para el flujo de carbeono a través de la
inhibicién o represion de algunas de las enzimas de la
Elicédlisis. Ademds. en esta levadura existe otra via alterna para
la degradacién de glutamina que comprende la reacciébn acoplada de
la transaminasa de glutamina y la w-amidasa (Soberén v col.,.
1987b). Esta via funciona principalmente en condicicnes de
microaerofila, en donde se acumulan algunos substratos de la
transaminasa de glutamina (cetoécidos). mismos que inhiben a la



actividad de glutaminasa B haciéndo las dos vias excluyventes.
vale la pena notar que al utilizar la via de la omega-amjidasa no
s& regenera una molécula de glutamico, ya que los productos
finales de esta via son un amincacido, Z-oxo-glutaratoc ¥y amonlo,

Por otro lado, Gonzalez vy col. (1987) han reportado que la
actividad de GQDH-NADP se 1inhibe competitivamente por alguncos
cetodcidos.

Asi, en condiciones de microaerofilia, al acumularse ciertos
cetoAcldos, la sintesis de aAcido glutamico se ve muy disminuida
por la inhibicién de la GDH~-NADP; ademas, las pozas de glutamipa
podrian aumentar, ya que la transaminasa de glutamina es una en-
zima con mucho menor capacidad de degradacién de glutamina que la
glutaminasa B (Scberén y col., 1987b). De esta manera S,
cerevisjae, a través de la actividad de GOGAT B, puede mantener
las pozas de glutamina a niveles adecuados {de modo de no parar
el flujo de carbono por glicdélisis}) y al misme tiempo llevar a
cabo la Bintesis de acido glutamico v la asimilaciédn de amonio.

Vale 1la pena notar que la actividad de GOGAT B no se inhibe
por cetcacidos; la actividad de GOGAT A Bi es suceptible a la
inhibicién por estos compuestos, por lc que no podria funcionar
en condiciones de microaerofila. AdemAs tamblén hay que notar que
an esta condicidn no puede haber NAD acumulado va que, al no
haber oxigeno, la cadena respiratoria estd detenida vy el NADH no
puede ser oxidado., lo que permite el funcionamiento de la GOGAT
B.

En conclusidn, el papel de la GOGAT A es el de llevar a cabo
la sintesis de Acido glutaAmico en condiciones de limitacién de
carbone ¥ el papel de la GOGAT B es el de sintetizar este mismo
compuesto en condiciones de microaerofilia y anaerobiosis., Estas
vias son excluyentes ¥ por lo tante el crecimientc en 1limitacién
de carbono en ceondiciones de microaerofilia no es posible. Por
otro lado la GDH-NADF se encarga de la Eegintesis de Acido
glutamico eh condiciones de excese de carbono, nitroégeno y
oxigeno.

El hecho de que Saccharomyces cerevisiae posea dos  ac-
tividades de GOGAT, ademids de la GDH-NADF, hace que este microor-
ganismo sea muy verssdtil en cuanto a su capaclidad de colonizar
muy distintos nichos ecolégicos, ya que a través de la regulacion
de estas tres enzZimas puede coordinar la utilizacion de diversas
fuentes de nitrégeno y carbono en diferentes circunstanclas. asi,
encontramos REUY POcos organismos que sean capaces de crecer en
tan diversas condiciones como lo son, limitacion de nitrégeno.
microaerofilia, malas fuentes de carbone como acetato ¥y etanol vy
aun anaerobiosis. Sagcharomyces cerevisjae ha desarrolladeo wun
sistema de regulacién que le permite manejar todas estas
posibilidades.
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