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INTRODUCCION

1.1 Importancia de la asimilacién del nitrégeno.

El nitrégeno es un elemento clave presente en
muchos metabolitos y virtualmente en todas las
macromoléculas que forman una célula viva, Ciertos
metabolitos, particularmente el amonio, el &cido
glutdmico y la glutamina, constituyen excelentes fuen-
tes de nitrdgeno; sin embargo, los microorganismos
eucariotes son capaces de utilizar como fuentes de
nitrégeno a una gran variedad de fuentes secundarias,
en caso de limitacion de fas fuentes primarias: nitratos,
nitritos, proteinas, péptidos, varios aminodcidos, urea,
purinas, etc. La utilizacién de estas fuentes de
nitrégeno secundarias, implica la sintesis de novo de
las enzimas catabdlicas involucradas en la obtencion
de nitr6geno a partir de estos metabolitos. El uso de
estos compuestos conduce a la sintesis de acido
glutdmicoy glutamina, intermediarios metabélicos que
distribuyen su nitrégeno enla sintesis de amincacidos,
aminoazlicares, vitaminas, purinas y pirimidinas, com-
puestos que a su vez participan en la sintesis de
macromoléculas. Esto implica un circuito regulatorio
muy sofisticado, que comprende la existencia de
genes reguladores generales y especfficos, ademas de
metabolitos inductores y represores (7, 24).

1.2 Regulacién de circuitos regulatorios.

Los genes estructurales y regulatorios de las diver-
sas enzimas Involucradas en la utilizacion de
compuestos hitrogenados constituyen el circuito
catabdlico nitrogenado. Las enzimas que participan en
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este circuito estan sujetas a dos tipos de control
Induccton y represion catabdlica nitrogenada. El
primer mecanismo previene la expresion de la via en
presencia de amonio o de alguno de los productos de
su metabolismo (29), operando a través de inductores
y genes especlfficos, mientras que la represidon
catabdlica nitrogenada constituye un sistema de
regulacién general que regula la expresién de muchas
delas enzimas que participan en el circuito regulatorio
nitrogenado.

El modelo del operdn propuesto para organismos
procariotes, plantea la regulacién simultanea de genes
contiguos por un mismo efector (18). Cada unidad asf
regulada se denomina operén y esta constituida por
un sitio promotor, un sitio operador, genes estruc-
turales y un gene regulador. Jacob y Monod
reportaron el modelo de! operén de lactosa para Es-
cherichia coli, operon que determina la produccién de
B-galactosidasa, la enzima responsable de; la
degradacion de la lactosa, encontrando que esta ac-
tividad sélo se detecta cuando esta bacteria se cultiva
en presencia de lactosa, que es el inductor de lavia. A
partir de la cepa silvestre, aislaron diferentes mutantes
que permitieron establecer un modelo de regulacion.

Desde entonces, el establecimiento de circuitos
regulatorios se ha logrado gracias a la identificacion
de mutantes regulatorias y al estudio de sus interac-
ciones.

El estudio de los genes regulatorios que forman
parte del circuito catabblico nitrogenado en microor-
ganismos eucariotes, ha sido llevado a cabo
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fundamentalmente en tres sistemas: Neurospora cras-
sa, Aspergillus nidulans y Saccharomyces cerevisiae.

1.3 Represiéon catabélica nitrogenada: control
general.

La utilizacién de fuentes de nitrégeno secundarias
es regulada por induccién. En presencia de una fuente
de nitrégeno pobre, la sintesis de las enzimas
catabdlicas apropiadas es inducida; sin embargo, si
simulténeamente se ofrece una buena fuente de
nitrégeno, la induccién es reprimida; este fendmeno
se conoce como represion catabdlica nitrogenada y
es una manifestacién del uso selectivo de fuentes de
nitrégeno de alta calidad (40).

Muchas de las enzimas de la via de degradacién de
purinas, de prolina, de arginina y de algunas otras
enzimas del metabolismo de S. cerevisiae, N. crassa
y A. nidulans, asf como la nitrato reductasa de estos
dos Ultimos, estan sujetas a represion catabdlica
nitrogenada (7).

En Aspergillus nidulans, ha sido identificado un
gene, areA, cuyo producto es una proteina que es
capaz de regular la sintesis de varias enzimas del!
metabolismo nitrogenado (1). Mutaciones en este
gene, llamadas areA’, resultan en la incapacidad de
utilizar varias fuentes de nitrégeno: aminoacidos,
purinas, amidas, nitratos y nitritos; sin embargo, su
crecimiento en amonio no se ve afectado; este tipo de
mutantes se deben a la presencia de mutaciones sin
sentido o translocaciones dentro del gene (2). Otras
mutaciones en areA, llamadas areA%, son capaces de
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desreprimir una o mAas actividades del circuito
nitrogenado, como la nitrato reductasa, la xantino
deshidrogenasa y algunas permeasas, pero sin afectar
su Inducibilidad, lo que demuestra que areA solo esta
involucrado en la regulacion de la represién
catabdlica.

Las diferentes mutaciones en areA presentan una
gran variedad de fenotipos (14): mutantes areA" son
sensibles a temperatura en algunas fuentes
nitrogenadas pero no en otras, mutantes areA’ pueden
ser desreprimidas en clertas actividades reprimibles
por amonio, pero seguir siendo reprimibles en otras, e
incluso tener niveles anormalmente bajos en otras.
Cadamutante areA% tiene su propiofenotipoaltamente
especifico. La incapacidad de las cepas areA’ para
utilizar la mayorfa de las fuentes nitrogenadas es
paralela a las bajas actividades enzimaticas.

Porotrolado, las mutaciones enareA’ nointerfieren
en la reparacién de auxotrofias en dobles mutantes.
Asl, aunque estas mutantes previenen la utilizacién de
arginina, ornitina y L--amino-n-butirato como fuentes
de nitrogeno, no previenen el metabolismo de estos
compuestos necesario para complementar las
auxotrofias por prolina e isoleucina en dobles mutan-
tes. Tampoco se ve afectada la utilizacion de
acetamida y algunos aminoacidos como fuentes de
carbono (38).

Esta heterogeneidad de fenotipos sugiere que este
locus codifica para un elemento involucrado directa-
mente en la represion por amonio, indicando que el
producto de areA regula directamente la expresion
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genética, y que los sitios receptores de los genes bajo
su control son estructuralmente diferentes.

El gene nit-2 de Neurospora crassa (27), constituye
el principal gene regulatorio del circuito nitrogenado
de este hongo. Bajo condiciones limitantes de
nitrégeno, es capaz de activar la expresion de genes
estructurales que codifican enzimas catabolicas
especfficas (nitrito reductasa, enzimas de la via de
degradacion de purinas y aminodcidos, proteasa ex-
tracelular, L-aminoacido oxidasa) (40). Todas las
mutantes nit-2 que han sido alsladas tienen fenotipo
nulo, es decir, tienen una deficiencia, o han perdido
completamente, la capacidad de inducir enzimas
sujetas a represion catabdlica nitrogenada. Esto im-
plica que el producto del gene nit-2 actia de manera
positiva y se requiere para la expresion de varios de
los genes del circuito de control nitrogenado.

Las primeras mutantes nit-2 fueron aisladas por su
incapacidad de utilizar nitrato y nitrito como tinicas
fuentes de nitrégeno. Mas tarde, se alslaron nuevas
mutantes nit-2 por su incapacidad de utilizar purinas,
lo que indicaba que el producto del gene nit-2 tenfa
un papel mas general en el metabolismo del nitrégeno.
Ahora ya es claro que nit-2 es el principal gene
regulatorio en el circuito nitrogenado y juega un papel
central en la expresion de muchas de las diferentes
enzimas de vias metabdlicas nitrogenadas diversas
(30).

Se han propuesto algunos modelos (27) que bus-
can explicar el papel del producto del gene nit-2 enia
represion catabdlica nitrogenada (FIG.1). En uno de
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ellos, se suglere que el gene nit-2 es expresado cons-
titutivamente produciendo una proteina cuya actividad
es inhibida por la unién de glutamina, que, aparente-
mente, es el metabolito represor. Otra alternativa, es
que la expresion del gene nit-2 esté regulada de dos
posibles maneras:

a) Se ha encontrado un segundo gene, nmr-1, que
se activa en presencia de glutamina, que parece
codificar una proteina represora que se une a un sitio
adyacente al gene nit-2, previniendo su expresion.

b) En presencia de glutamina, la glutamino sin-
tetasa sufre un cambio en su estructura oligomérica,
que la lleva a actuar como proteina represora,
uniéndose a nit-2 y previniendo su expresion.

El gene areA de A. nidulans y el gene nit-2 de N.
crassa parecen ser homélogos: ambos codifican
proteinas con un dominio de "dedos de zinc' muy
simitar (28). De hecho, Davis y Hynes (12), transfor-
maron mutantes areA con el gene nit-2 y encontraron
que este puede sustituir perfectamente la funcién de
areA en todas las mutantes que examinaron: Una vez
transformadas con el gene nit-2 de Neurospora, las
cepas mutantes en areA recuperaron la capacidad de
crecer en acetamida, nitrato y acido Urico, expresando
las enzimas involucradas al mismo nivel que una cepa
silvestre de A. nidulans.
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FIG.1. Modelos de regulacin nitrogenada en Neurospora,
En los tres modelos, el gene nit-2 codifica una proteina de
regulacién positiva. a) nit-2 es exp do constituti y
su producio actia activando los genes de las enzimas
necesarias, a menos que haya suficiente glutamina presente
que Inactive a {a proteina reguladora. b) La expresion del gene
nmr-1 prodi un rep que, en p la de gl
previene la expresién del gene nit-2. c) La glutamino sintetasa,
en presencia de glutamina, adopta una forma multimérica que
reprime la expresion del gene nit-2,

En Saccharomyces cerevisiae, se ha intentado
identificar productos que medien la regulacion
catabdlica nitrogenada, que pudieran ser, o no,
equivalentes a los productos de los genes nit-2 y areA
(24).

Hasta !a fecha, se han logrado identificar dos tipos
de genes regulatorios. S. cerevisiae requiere el
producto del gene g/n3 para la induccion de, al
menos, la glutamato deshidrogenasa dependiente de
NAD (catabélica, GDH-NAD), glutamino sintetasa (GS)
(33,34), arginasa (AGA) y urea carboxilato-alofanato
hidrolasa (9), al ser cultivada en glutamato como Unica
fuente de nitrdgeno. El producto de otro gene, ure2,
parece ser antagénico al de g/n3, ya que previene la
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activacién de la sintesis de, al menos, GS, GDH-NAD
y arginasa (AGA) (11). Las mutantes g/n3 no son
capaces de inducir estas enzimas en crecimientos en
glutamato, aunque la expresion de AGA y de urea
carboxilato-alofanato hidrolasa sigue siendo sujeta a
la accibn de sus Inductores nativos (ver control
especffico) (41). Por otro lado, el producto de ure2
previene la activacion de la GS, de la GDH-NAD y de
la AGA en presencia de amonio o glutamina como
fuentes de nitrégeno, y mutantes ure2 expresan estas
enzimas constitutivamente.

La regulacién de la sintesis de enzimas por el
sistema GLN3-URE2 en respuesta a las pozas in-
tracelulares de glutamina y glutamato, parece
funcionar principalmente para ajustar la concentracion
intracelular de amonio de modo tal de mantener la
concentracion de glutamina adecuada para sostener
el crecimiento.

Es por esto que GLN3 y URE2 no estan in-
volucrados en el contral de la represién catabdlica
nitrogenada, ya que sélo afectan a las enzimas in-
volucradas en la Interconversién de amonio y
glutamato. La regulacidon catabdlica nitrogenada se
define como el mecanismo responsable de reducir los
niveles de ciertas enzimas catabdlicas de células
creciendo en buenas fuentes de nitrdgeno: amonio o
giutamina. Del mismo modo, al adicionar amonio al
medio en que estan creciendo células en una fuente
pobre de nitrégeno, se reduce rapidamente el nivel de
las enzimas responsables de la conversién de este
compuesto secundario a amonio o glutamato. Este
mecanismo se conoce como exclusién del inductor.
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Courchesne y Magasanik (11), proponen que el
producto de GLN3 activa la transcripcidn de los genes
estructurales de GS, GDH-NAD, AGA, urea car-
boxifasa-alofanato hidrolasa ytal vez otras enzimas, en
respuesta a un incremento en el nivel intracelular de
glutamato, mientras que el producto funcional de
URE2 inactiva a GLN3 en presencia de una poza alta
de glutamina, lo que se traduce en fa reduccién de
estas enzimas catabolicas. Asi, el principal papel del
sistema de control GLN3-URE2 es mantener la
concentracion intracelular de glutamina a un nivel
optimo para el crecimiento.

1.4 Controt especifico.

La mayorfa de los genes catabdlicos regulatorios
descritos en A. nidufans, N. crassa y S. cerevisiae,
controfan fa expresion de genes cuyos productos
actiian dentro de vias metabglicas particulares; estos
reguladores se han denominado genes reguiatorios
via-especificos. Varios de estos genes regulatorios han
sido sujetos a andlisis genéticos muy detallados. A
continuacién, serdn discutidas algunas vias
metabolicas y su regulacion.

a) Catabolismo de purinas

En Aspergillus nidulans el producto del gene va¥Y
(2), es un modulador que regula la expresion de, por
lo menos, seis genes no ligados que participan en el
transporte y Ja degradacion de purinas: desaminasa
de adenina, xantino deshidrogenasa, urato oxidasa,
alantoinasa, alantoicasa, y acido drico-xantino per-
measa. E! Inductor de todas las actividades bajo el
control de uaY es el cido vrico. Mutantes uaY no



Introduccién

presentan actividad de ninguna de las enzimas bajo su
control, y no se ha logrado aislar mutantes que tengan
actividad constitutiva de estas enzimas, por lo que se
presume que se trata de un regulador positivo. Estas
mutaciones han sido localizadas y se sabe que estan
en el promotor del gene uaY.

En Neurospora crassa, la via de degradacién de
purinas es similar a la descrita en A. nidulans; sin
embargo, no se ha encontrado un gene regulador
semejante a uayY (18).

La alantoina es un producto de la degradacion de
purinas que Saccharomyces cerevisiae puede utilizar
como Unica fuente de nitrégeno (7). Ei catabolismo de
la alantofina se lleva a cabo a través de una compleja
via que incluye cinco enzimas y cuatro sistemas de
transporte, cuyos genes se localizan en tres regiones
diferentes (7, 10}):

i) En el brazo derecho del cromosoma iX se
localizan los genes que codifican para alantoinasa
(dal1}), permeasa de alantoina (dald), alantoicasa
{dal2) y a 1kb de distancia, ureidoglicolato hidrolasa
(dai3).

i) En el brazo derecho del cromosoma Il los genes
que codifican para la urea carboxilasa-alofanato
hidrolasa {dur1,2), enzima que tiene dos dominios
funcionales.

iif} Unidos al centromero del cromosoma VI, se
localizan los genes que codifican las enzimas encar-
gadas del transporte activo de urea (dur3) y de su
difusion facilitada (dur4).
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Todas las enzimas (DAL1, DAL2, DAL3, DUR1,2) y
el sistema de transporte activo de urea (DUR3), tienen
por inductor nativo al alofanato, tltimo intermediario
delavia (FIG. 2) (3, 4, 8).
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FIG.2. Degradacién de al ina en y

cerevisiae.

Hasta la fecha, se han identificado tres elementos
de control, cuya Inactivacion resulta en la sintesis
constitutiva (da/8o, [6]) o no inducible (dfa/87 (41] y
dalB2 [34}) de los cinco productos génicos sujetos a
induccion por alofanato, Uitimo intermediario de la via.
Se ha propuesto que el producto del gene dal80 con-
trola el nivel basal de expresién génica como resultado
de Interaccionar con regiones adyacentes a los genes
que regula. Las mutaciones dal87 y dal82 presentan
entre sf el mismo fenotipo; sin embargo, no se trata de!
mismo mecanismo de regulacion. El producto DAL81
es el responsable del proceso de induccion como
resuitado de su interaccién con el inductor nativo, el
alofanato, mientras que la expresion de DAL82 no
responde a la induccién por alofanato ni a represion
catabélica nitrogenada; los genes dal81 y dal82 se
localizan en cromosomas diferentes (34).

1
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Se ha encontrado un tercer elemento regulador,
DAL7, que responde a regulacion catabdlica
nitrogenada y cuya funcidn parece ser la activacion del
sistema DAL (degradacion de alantoina), en limitacién
de amonio. Este es un gene reguiatorio muy intere-
sante (43, 9), ya que se han encontrado elementos
regulatorios localizados "upstream" del promotor del
gene dal7: una secuencia de activacion regulada por
nitrogeno upstream (UASNTR), para cuya funcion se
requlere la presencia de GLN3; una secuencia de
represién upstream (URS), cuya inhibicién de la
activacién transcripcional es independiente del induc-
tor; y una secuencia de induccién upstream (UIS),
requerida para larespuesta al inductor. En otra seccion
discutiremos el papel de estas secuencias
reguladoras.

b) Catabotismo de prolina.

En Aspergillus nidulans, 10s cuatro genes cuyos
productos son necesarios para la degradacién de
pralina se encuentran agrupados (2). Este sistema
consta de la permeasa de prolina (prn8), la prolina
oxidasa (prnD), 1a deshidrogenasa del 2-pirrolin-5-car-
boxilato (prnC), y del gene prnA, que codifica un
regulador de prnB, C y D. Este agrupamiento de genes
se encuentra interrumpido por una region regulatoria
central, en la que se han aislado mutantes que fun-
cionan en cis.

La prolina es el inductor de prnB, C y D y el produc-
to de prnA es un regulador positivo que media esta
induccion. Mutantes prnA” carecen de los productos
PRNB, C y D. Se ha aislado una mutacion, prnd, que
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mapea en la region regulatoria central del sistema, que
resulta en una derrepresién de 1a sintesis de la per-
measa de prolina, lo que aumenta indirectamente la
sintesis de los productos de prnC y prnD, como con-
secuencia del aumento en el transporte de prolina. La
mutacion prnd requiere del producto de prnA y de la
induccién por profina.

La region regulatoria central debe tener sitios de
reconocimiento para el producto de prnA, para la
RNA-polimerasa y para los moduladores que regulan
la represion catabdlica nitrogenada y la represion
catabélica de carbono, ya que la prolina puede ser
utilizada como fuente de carbono y de nitrégeno.

La via de degradacién de prolina en Sac-
charomyces cerevisiae es similar a la de A. nidulans;
sin embargo, los genes que participan en esta via no
se encuentran agrupados (18). Se han aislado tres
tipos de mutantes incapaces de utilizar prolina como
Gnica fuente de nitrégeno: E! primer tipo estd
constituido por cepas petites (p’), el segundo por
mutantes que carecen de actividad de prolina oxidasa
(put1), y el tercero por aquellas que carecen de ac-
tividad de P5C-deshidrogenasa (put2). La
P5C-deshidrogenasa es una enzima mitocondrial, y es
por esto que mutantes p° son incapaces de utilizar
prolina como Unica fuente de nitrégeno. Ademas, se
ha aislado otro tipo de mutante, designada put3, que
posee niveles parciaimente constitutivos de las dos
enzimas implicadas en la degradaci6n de prolina. Este
gene posiblemente es el mediador de la induccién de
estas enzimas por prolina; sin embargo, a diferencia
delgeneprnAdeA. nidulans, el producto del gene put3

13
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podrfa funcionar como un represor tipico en un sis-
tema de control negativo (7).

¢) Catabolismo de arginina.

Tanto en Neurospora crassa como en Sac-
charomyces cerevisiae (FIG. 3), fa arginasa {AGA) es
la Gnica enzima capaz de degradar arginina. El resul-
tado de esta degradacion es la conversion de arginina
en ornitina y urea (20). Esta Ultima es hidrolizada por
la ureasa, en N. crassa, liberdndose CO2 y amonio,
mientras que en S. cerevisiae esta es convertida en
alofanato, que a su vez es transformado en CO2 y
amonio por la urea carboxilasa-alofanato hidrolasa.
En ambos microorganismos, la ornitina, por medio de
la ornitino transaminasa (OTA), es a su vez convertida
en semlaldehido glutamico, que después es transfor-
mado en glutamato. Ei semialdehido se cicliza
espontadneamente formando A'-pirrolin-5-carboxilato,
que posteriormente es reducido a prolina.

En S. cerevisiae se han aislado sels tipos de
mutaciones que presentan defectos enlainducciénde
arginasa. El primer tipo estd constituldo por ia
mutacion recesiva car-80 que resulta en la sintesis
constitutiva de AGA (car- 7}, y OTA (car-2). Los siguien-
tes dos tipos son dominantes y cada uno esta ligado
al gene cuya expresion regula, es decir, fa mutacion
car10’ esta ligada a car-1y resulta en la sintesis cons-
titutiva de AGA, mientras que la mutacién car20” esta
ligada a car-2 y resulta en la sintesis constitutiva de
OTA.

Los tres tipos restantes tienen fenotipo recesivo y
se han designado arg80, arg81y arg82; resultan en la

14
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sintesis constitutiva de las enzimas de la biosintesis de
la arginina y en la incapacidad de utilizar arginina u
ornitina como Unicas fuentes de nitrégeno. El hecho
de que estas tres mutaciones afectan tanto el
catabolismo como la biosintesis de arginina, condujo
aWiame, en 1971 {(42), a proponer que el producto de
estos genes constituye un represor ambivalente
trimérico, que se denomin6 ARGR. Segun este
modelo, en presencia de arginina u ornitina, este
represor regulala blosintesis como un represor clasico
e induce el catabolismo, a través de Inhibir la accién
represora o la sintesis de un aporepresor de las en-
2imas catabdlicas. El hecho de que los productos de
los genes arg80, arg81 y arg82 regulen de manera
opuesta la blosintesis y el catabolismo de arginina,
impide la operacion de un ciclo futil de sintesis y
degradacién de este aminoacido.

S. cerevisiae ha desarrollado un mecanismo de
regulacién peculiar, denominado control
eplarginastico, que también excluye la operaclon
simultanea de las vias biosintética y catabdlica. En esta
levadura, la arginasa es capaz de inhibir a una de las
enzimas biosintéticas, la ornitino transcarbamilasa. £l
complejo enzimatico asi formado, conserva la ac-
tividad de AGA, pero nolade ornitino transcarbamilasa
(7, 24).

En N. crassa no se han aisladoc mutantes
regulatorias como las reportadas en S. cerevisiae, sin
embargo, la compartimentalizacién juega un papel
importante, impidiendo la operacion simultanea de la
bios(ntesis y el catabolismo de arginina (20).
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FIG.3. Degradacién de arglnina
d) Catabolismo de &cido glutamico.

La interconversion entre amonio y glutamato con-
stituye la interfase entre la biosintesis y la degradacion
de los compuestos nitrogenados. Ambos metabolitos
funcionan como tnicas fuentes de nitrégeno y par-
ticipan, junto con la glutamina, como los principales
donadores de nitrgeno en las reacciones
biosintéticas. La reaccion de interconversién amonio-
glutamato, es catalizada por dos enzimas, una
dependiente de NADP, la glutamato deshidrogenasa
biosintética, y la otra dependiente de NAD, la
glutarmato deshidrogenasa catabdlica. La GDH-NAD
cataliza la oxidacion del NAD desaminando al
glutamato para obtener -cetoglutarato y amonio (7):

Glutamato + NAD™ >acetoglutarato + NHa* +NADH

En S. cerevisiae, se han aislado mutantes
denominadas gdhCR (alélicas a ure2), que poseen
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altos niveles de la enzima, y mutantes gdhCS que
poseen niveles basales no inducibles (7). Miller y
Magasanik, en 1990 (31), obtuvieron una mutante que
carece de GDH-NAD, a través de interrumpir el gene
gdh2 (gene que codifica Ja GDH-NAD); como era de
esperarse, encontraron que esta mutante no es capaz
de crecer en glutamato como unica fuente de
nitrtégeno. Sin embargo, sorprendentemente, sl
ademas de glutamato se agrega adenina, la mutante
crece tan blen como la cepa silvestre. La mutante, al
carecer de GDH-NAD, requiere fa adenina porque es
la Unica manera de obtener un producto de la
transamidacion de la glutamina, fa adenina, necesaria
para la biosintesis de nucledtidos, que esta mutante no
tiene por carecer de glutamato y por lo tanto de
glutamina; los autores demuestran que el anilio de la
adenina no se esta catabolizando para dar amonio. Asf
mismo, obtuvieron otra mutante que induce la GDH-
NAD cinco veces menos que la cepa silvestre y atn asf
la cepa crece blen en glutdmico como tnica fuente. E!
estudio de estas mutantes, los levé a proponer que la
actividad enzimética de GDH-NAD es la principal, pero
no la Unica, via para la generacion de amonio a partir
de glutamato.

17
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OBJETIVO

Como se menciona en la introduccién, Sac-
charomyces cerevisiae es capaz de utilizar a una gran
variedad de compuestos como fuentes de nitrdgeno.
El estudio de la regulacién de las enzimas que par-
ticipan en la degradacion de este tipo de compuestos
nitrogenados en esta levadura, ha dado como resul-
tado la identificacion del circuito controlado por GLN3
y URE2. Sin embargo, este circuito no participa en lo
que se denomina represion catabdlica nitrogenada
(11). La represién catabdlica nitrogenada, se define
como la capacidad que tienen las fuentes primarias de
nitrégeno de regular negativamente e! catabolismo de
fuentes secundarias de nitrégeno. En Aspergilius y en
Neurospora se han identificado los genes cuyos
productos sonlos principales efectores de larepresion
catabdlica nitrogenada (areA y nit2). En S. cerevisiae
no se han encontrado circuitos de regulacion
generales que controlen el catabolismo de un numero
grande de compuestos ni genes similares a fos iden-
tificados en Aspergillus y en Neurospora.

El principal objetivo de este trabajo es la
identificacion de un circuito regulatorio general que
module el catabolismo de compuestos nitrogenados
en Saccharomyces cerevisiae.
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MATERIAL Y METODOS

CEPAS:

Se utilizaron las siguientes cepas:

CEPA PROPIEDADES REFERENCIA

§288C Silvestre Cold Spring
Matdgmal1 gai2 Harbor Laboratory,

New York, USA.

G2 Mutante seleccionada  Sadl Guerrero,
por su capacidad de Tesis de Licen-
crecer en SN Glu-Gli. ciatura, 1988.
Derivada de |la S288C.

12G Mutante seleccionada Este trabajo.

por su capacidad de

crecer en SN Arg-Gli.

Derivada de la $288C.

SERIE AL Mutantes seleccionadas  Este trabajo.

por su capacidad de

crecer en SN Alan-Gli

(21 mutantes).

Derivadas de la S$288C

MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE
CRECIMIENTO

MEDIO RICO (YPD): Se preparo con Extracto de
Levadura al 1%, Peptona de Caselna al 2% y Dextrosa
al 10%. Este medio se utilizd para el crecimiento de
precultivos.

MEDIO MINIMO (AMONIO): Se preparé con sales,
vitaminas y elementos traza, segun la formula de Difco
Yeast Base. Se utilizé Dextrosa al 2% como fuente de
Carbono y Sulfato de Amonio 40mM como fuente de
Nitrégeno.

MEDIO SIN NITROGENO (SN): Se prepar6 igual
que el Medio Minimo pero sin Sulfato de Amonio,
suplementandose la fuente de nitrdgeno con el com-
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puesto nitrogenado indicado a una concentracién de
1 mg/ml. Los medios que simultdneamente contenfan
glicina, a menos que esté indicado, la contenfan a una
concentracion final de 20mM.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO: Para detec-
tar el fenotipo reportado en esta tesis, es importante
que las células inoculadas provengan de un slant re-
ciente. Las células se cultivaron a 30°C y 250 rpm. El
crecimiento se siguié midiendo la densidad éptica a
600nm.

MUTAGENESIS

Se siguié un método yareportado (15), conalgunas
modificaciones:

Se resuspendieron células de la cepa S288C
crecidas en medio sélido YPD, en 1.5mi de amor-
tiguador de fosfato de sodio monobasico 0.1M, pH 7.0.
Se tomo 700ul de esta suspension y se le agregd 1ml
del mismo amortiguador. Se le agregaron 50ul del
agente mutagénico etiimetanosulfonato (EMS).

Se incubd en baio de agitacion a 30°C a 200rpm
durante 60 minutos, se tomaron 200ul de esta
suspenslon y se mezclaron con 8ml de tiosulfato de
sodio al 5%. Se lavaron las células y se resuspendieron
en medio SN + el compuesto nitrogenado escogido
para hacer la seleccién, pero sin glicina, con el fin de
que las células mutagenizadas se recuperaran.

Se incubaron en bafio de agitacion a 30°C a200rpm
durante doce horas, y finaimente se plaguearon en
medio sélido con el medio de seleccion (parala G2, en
SN Glu-Gli; para la 12G en SN Arg-Gli; y para la serie
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AL en SN Alan-Gli). Se seleccionaron las colonias que
crecieron mas rapido.

DETERMINACION DE ACTIVIDADES EN-
ZIMATICAS

OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS:

1. Se inocularon las cepas a una D.O.sponm de
0.05.

2. Se tomaron las células en fase de crecimiento
exponencial (entre 0.300 y 1.000 de D.O.600nm) Yy se
filtraron a través de una membrana Millipore de 1.2m.

3. Se recupero la pastilla celular y se resuspendié
en el amortiguador de extraccion adecuado para cada
enzima, siempre en frio

4. Serompid cada muestra con periasde vidrio, con
cinco pulsos de un minuto cada uno agitando en un
Vortex. La suspension se centrifugd a 15,000 rpm
durante 10 minutos y se recuperé el sobrenadante. Los
extractos se mantuvieron todo el tiempo a 4°C.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ESPECIFICA DE
ALANTOINASA.

Se varié el método reportado (24), de la siguiente
manera:

Se prepararon los extractos deseados como se
explicé en obtencién de extractos crudos. Se incubd
un tubo conteniendo entre 0.2 y 4mM de sustrato
(alantofna), 0.5mg/ml de extracto y amortiguador tris
acetatos 0.1M, pH 8.0 ¢cbp 10ml, en un barioa 30°Cy
se tomaron cinco muestras de 2ml c/u de esta
suspension cada cierto tiempo (entre 5’ y cuatre
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horas). Para detener la reacclon, se agregaron de
inmediato 100ul de HCl concentrado. Una vez
preparadas las cinco muestras, se le adiciond a cada
una 200ul de una solucién de fenilhidrazina HCl al 1%,
se hiervieron en bafio marfa durante 2 minutos y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se agregaron
1.2mi de HCI concentrado y 200ul de ferricianuro de
potasio al 5%. Se determiné la actividad enzimética por
los cambios en densidad éptica a 524nm. Paralela-
mente, se corri® una curva estandar con acido
alantoico.

Se hicieron curvas de pH y se establecié que el pH
6ptimo de esta reaccion es 8.0.

Para las cinéticas enzimaticas se varld la
concentracion de sustrato.

Para las curvas de inhibicion por glicina-in vitro se
agregaron, en el momento de la incubacién, las con-
centraciones indicadas de glicina.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE GDH-NAD:

Se prepard un extracto como se indica, cuyo amor-
tiguador de extraccion contenia:

KaHPO4 0.1M
EDTA imMm
B-mercaptoetanol 2mM

a un pH de 7.0. El coctel para ensayo de actividad
contenfa:

KzHPO4 1M pH 8.0 1ml

d-cetoglutarato 0.1M 300ul
NADH 3mM 120ul

NHJCl 1M 500ut
Agua bidestilada 8mi

22
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Se puso 1 mlde coctel en una celda de cuarzoy se
inicié la reaccién con el extracto, midiendo la absor-
bancia a 340nm en un espectrofotometro.
Paralelamente, se corrid un control sin -cetogiutarato
y uno sin cloruro de amonio.

Para las curvasde pH, se vari6 en el rango indicado,
el pH de los cocteles.

Se hicieron curvas de pH y se estableci6 que el pH
optimo de esta reaccion es 8.0.

Para las curvas de termosensibilidad, se incubaron
los extractos a 55'C, y se corrieron los ensayos a los
tiempos indicados.

Para las curvas de actividad enzimatica contra
tiempo, se prepararon los extractos a partir de un
mismo cultivo, en los tiempos indicados.

Para la actividad de GDH-NAD después de un
shock de glicina, una vez que los cultivos estuvieron
en fase exponencial de crecimiento, se le agregé
glicinahasta una concentracion de 20mM, se siguieron
incubando y se prepararon los extractos 40 minutos
después.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE GLUTAMINO
SINTETASA:

Se prepar6 un extracto igual a los anteriores cuyo
amortiguador de extraccion contenla:
KzHPO4 s5mM

EDTA smM
Ka2804 50mM

aun pH 7.2. Se determiné fa actividad siguiendo et
método reportado (13).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

1. La glicina impide la utilizacion de algunos com-
puestos nitrogenados, tanto primarios como
secundarios.

La levadura es incapaz de utilizar glicina como
Unica fuente de nitrégeno (7). Se ha encontrado que
este compuesto altera la asimilacion de amonio a
través de inhibir a la glutamino sintetasa (GS), en una
gran variedad de organismos (23).

Con el fin de determinar si la glicina inhibfa la
actividad especffica de GS en Saccharomyces
cerevisiae, decidimos medir esta actividad enziméatica
contra concentraciones crecientes de glicina de la
cepa S288C crecida en SN Glutamato. Como se ob-
serva en la figura 4, encontramos que con 50mM de
glicina, la actividad enzimética disminuye en un 50%.

ACTIVIDAD DE GLUTAMINDO SINTETASA
§288C (s1lvestre)

[glicinal

FIG.4. Inhibicién in vitro de ta actividad de glutamino sin-
tetasa con concentraciones crecientes de glicina. Cepa 5288C,
cultivada en SN Glu.

Con el objetivo de analizar mas detenidamente e!
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papel de la glicina en el catabolismo de otros com-
puestos nitrogenados, se hizo un anélisis fenotipico de
la cepa S288C cultivada en la presencia simultanea de
varios compuestos nitrogenados y glicina.

La cepa S$288C de Saccharomyces cerevisiae,
posee una permeasa generalizada que es insensible a
la represién por amonio (34) Esto resulta en el mejor
transporte de compuestos nitrogenados, de manera
tal, que esta cepa es capaz de acumular pozas in-

- tracelulares muy elevadas de estos compuestos; asf,
esta cepa, a diferencia de otras cepas de levadura,
transporta y acumula una poza elevada de glicina.

En nuestro laboratorio tenlamos datos que in-
dicaban que cuando se adicionaba glicina 50mM a un
medio de cultivo de SN Glutamato, se impedia su
utilizacion (21) (Fig.5).

Curva de crecimiento
5288C (s1lvestire)

10

14 —
& / SN Glu
8 1 —_——
. 0 .
o g
Q

0.01

0 & 0 15 20 2

FiG. 5. Curva de cTuc(mlso:no de ia cepa S288C (sitvestre)
on SN Glu vs SN Glu-Gll.

Como se observa en la figura, mientras que el
tiempo de duplicacién de la cepa crecida en SN
Glutamato es de 150 minutos, un crecimiento en
presencia simultanea de glutamato y glicina 50mM, el
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tiempo de duplicacién se incrementa hasta alcanzar
330 minutos, lo que indica que la glicina inhibe la
actividad de GS in vivo, o bien que impide 1a utilizacién
del glutamato como fuente de nitrdgeno.

En estos experimentos se utilizd la glicina a una
concentracion de 50mM. Con el fin de establecer la
concentracién de glicina necesaria para observar este
fenémeno, se probd el efecto de diversas con-
centraciones de glicina sobre el crecimiento de la cepa
en un medio conteniendo como fuente de nitrbgeno
alantolna, purina que Saccharomyces es capaz de
utilizar como Unica fuente de nitrégeno, Se utiliz6 esta
condicién, debido a que el efecto de glicina sobre el
crecimiento en presencia de alantoina es mas claro

(Fig 6).

Curva de crecimiento SN Alantoina
Concentraciones crecientes de glicina

10 .
—a—

Omtt

—.—

0.5aH
/ ——

Zi imtt
0.t —_—
Saft

0.01 1001
0 s TR m —

T thrsy 20mtt
FIG. 6. Curva de crecimiento de la cepa $288C (slivestre),
en SN Alan contra concentraciones crecientes de glicina.

a 00nm

D.0.

Como se observa enla figura, la glicina provoca un
incremento en el tiempo de duplicacién desde una
concentracién de 0.5mM, aumentando a medida que
se incrementa la concentracién de glicina hasta un
tenotipo de no crecimiento, indistinguible desde 10
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hasta 50mM de glicina. Por esta razén, decidimos
utilizar glicina 20mM para nuestro andlisis. A
continuacién, se hicleron curvas de crecimiento en
veinticinco compuestos nitrogenados (Fig 7, a-g).

Curva de crecimiento Curva de crecimiento
S288C (sa1lvesire) S288C (silvestre)

HH]
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a, Curva de crecimiento de la cepa silvastre en SN Alanina, SN
Alanina + Glicina, SN Arginina, SN Arginina + Glicina, SN Trip-
tofano y SN Triptofano + Glicina.

b.Curvade imiento de lacepa sil en SN Asparragina,
SN Asparragina + Glicina, SN Feniialanina, SN Fenilalanina-
Glicina, SN Tirosina y SN Tirosina + Glicina.

Curva de crecimiento Curvs de creciniento
S28BC (silvestre) S2B8C (silvestre?
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c. Curva de crecimiento de a cepa silvestre en SN Aspartato,
SN Aspartato + Glicina, amonio, amonio + Glicina, SN Alantoina
y SN Alantoina + Glicina.

d. Curva de crecimiento de la cepa silvestre en SN Histidina,

SN Histidina + Glicina, SN Serina, SN Serina + Glicina, SN
Leucina y SN Leucina + Glicina.
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Curva de crecimiento Curva de crecimiento
S26BC (s1lvesire) S288C (siivesire)
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e. Curva de crecimiento de la cepa silvestre en SN Metionina,
SN Metlonina + Glicina, SN Isoleucina, SN Isoleucina + Glicina,

SN Cistelna y SN Cistelna + Glicina.

{. Curva de crecimiento de la cepa silvestre en SN Prolina, SN
Prolina + Glicina, SN Treonina, SNTreonina + Glicina, SN Ornitina

y SN Ornitina + Glicina.

Curva de crecimiento

$288C (silvestre)
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.
- 500 N val
v —
g SN Val-611
w 300 -
3 SN Glm
320
Z 100 SN Gla-Gly
> a
T Tm B e
T thrs) SN Urea-Gl1

g. Curva de crecimiento de la cepa silvestre en SN Valina, SN
Valina + Glicina, SN Glutamina, SN Glutamina + Glicina, SN Urea

y SN Urea + Glicina.

FIG. 7. Curvas de crecimlento de la ce,

9 enpi y

pa $288C en varias
|a de glicina 20mM.

Como se puede apreciar, al crecer a la cepa sil-
vestre en diferentes compuestos nitrogenados +
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glicina, se presentan una gran variedad de fenotipos:
desde aquellos en los que la glicina no parece ejercer
ningtin efecto hasta aquellos en los que el crecimiento
es totalmente abatido. Enla TABLA 1 se presentan los
tiempos de duplicacion de la cepa $288C en todos los
compuestos nitrogenados analizados con y sin glicina.

COMPUESTO TIEMPO DE EFECTO DE
NITROGENADO DUPLICACION GLICINA
Amonio 144 210
Glutamina 132 ninguno
Asparragina 134 ninguno
Arginina 120 400
Glutamato 150 330
Serina 153 ninguno
Alanina 180 270
Aspartato 210 360
Fenilalanina 180 780
Leucina 287 ninguno
Tirosina 210 600
Valina 204 ninguno
Isoleucina 222 ninguno
Triptofano ars 585
Prolina 195 1005
Metionina 329 ninguno
Treonina 375 762
Histidina N.D. N.D.
Lisina N.D. N.D.
Cistelna N.D. N.D.
Alantoina 120 1020
Alantoato 180 330
Urea 164 ninguno
Ornitina 285 894

aN.D. = No detectable

TABLA 1, Efecto de glicina sobre el crecimiento de la cepa
$288C (sil e) on disti p nite

Asl, hemos encontrado que el crecimiento de la
cepa slivestre en trece de los 25 compuestos
nitrogenados analizados disminuye considerable-
mente en presencia de glicina.
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Ei efecto de glicina sobre el crecimiento de la cepa
siivestre pudiera ser atribulble a un efecto sobre el
transporte de los diferentes compuestos
nitrogenados. Este punto se discutird mas adefante.

2. En presencia de glicina disminuye fa actividad
de algunas enzimas catabblicas.

2.1 Glutamato deshidrogenasa dependiente de
NAD.

En su tesls de licenciatura, Sail Guerrero (21),
reportd que fa actividad especffica de glutamato
deshidrogenasa dependiente de NAD (GDH-NAD),
que juega un papel catabdlico, es mas baja en extrac-
tos obtenidos de la cepa silvestre cultivada en un
medio SN Glu-Gli que en los provenientes de SN Giu.

Con el fin de estudiar detenidamente el efecto defa
presencia de glicina sobre la GDH-NAD, deter-
minamos la actividad especifica de esta enzima contra
tiempo. Enla Fig. 8, se muestra la actividad especffica
de GDH-NAD de células cultivadas en SN Gluy en SN
Glu-Gli: como se puede apreciar, la actividad de GDH-
NAD en SN Glu se Incrementa gradualmente,
obteniéndose un nivel maximo a fas doce horas y
decayendo posteriormente. En cambio, al determinar
la actividad especffica de GDH-NAD de células in-
cubadas en SN Giu-Gli, se obtienen valores mucho
menores o incluso no detectables. De acuerdo con
estos resuitados, se podria suponer que fadisminucion
de! crecimiento en SN Glu-Gli se debe a la baja ac-
tividad de GDH-NAD, ya que en estas condiciones, ef
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catabolismo del acido glutdmico debe estar reducido.

Este hecho sugiere que la glicina regula de manera

negativa la degradacion del 4cido glutamico.
ACTIVIDAD EEDELIF{EH DE GDH-NAD

(stlvestre)
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FIG. 8. Actividad upocf(fhlcsl de GDH-NAD de la cepa S288C
(slivestre) an SN Glu y SN Glu-Gli contra tiempo.
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Pero éa qué nivel regula la glicina la actividad de
la GDH-NAD?. En Candida utilis, Hemmings y Sims
(1977), reportaron que la GDH-NAD tiene dos formas
interconvertibles (22): una forma activa que debido a
una répida fosforilacion es convertida en una forma
inactiva; los autores distinguen una y otra forma de la
enzima porque las actividades enzimaticas de cada
una de estas dos especies tienen diferentes pH's
Optimos, tanto para la activa como para la inactiva.
Con el fin de determinar sila glicina podrfa inducir una
inactivacidn de este tipo, decidimos dar un shock de
glicina (ver Material y Métodos) a cultivos en fase de
crecimiento exponencial en SN Glu y determinar la
actividad especffica de glutamato deshidrogenasa
dependiente de NAD; las actividades fueron deter-
minadas a diferentes pH's, ya que de ser un fenémeno
similar al descrito para Candida, tendrfan, posible-
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mente, un pH 6ptimo diferente.

ﬁACTlVAch DE LA ACTIVIDAD DE GDH—N@
S288C (silvesire)
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FIG. 8. Actividad npoclfca do GOH-| NAD de la cepa S288C
crecida en SN Gl de 30 de haberle
aplicado un shock de Glicina 20mM contra pH.

Como se observa enlafigura 9, el perfil de actividad
de la GDH-NAD no sufre ningiin cambio significativo
después de dar el shock de glicina, por lo que
conclufmos que la glicina no parecfa estar inactivando
por medio de este mecanismo a la GDH-NAD.

Datos obtenidos por Saul Guerrero (21), sugerfan
que la GDH-NAD presente en extractos de cultivos
provenientes de SN Glu era mas resistente al calor, que
la enzima presente en extractos provenientes de cul-
tivos en SN Glu-Gli. Por lo tanto, decidimos determinar
la actividad de glutamato deshidrogenasa depen-
diente de NAD en extractos provenientes de SN Giu y
SN Glu-Gli contra tiempo de calentamiento a 55°C. En
lafig. 10, se observa el resultado de esta determinacion
enzimatica. Como se puede apreciar, las enzimas
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provenientes de ambos extractos presentan una ter-
mosensibilidad similar.

ACTIVIOAD ESPECIFICA DT GDH-NAD
§288C )

(s1lvestre

ACtivrdaa eepeciiies €4y
388588 d88S

\=. [

o
\ M6l - 6

? . L L] 10 17 1 ¥

FIG. 10. Curva de termosensibilidad de Ia actividad
enzimética de GDH-NAD de |a cepa $288C incubada en SN Glu
y SN Glu-Gli contra tiempo de incubacién a §5°C.

La determinacion de las enzimas a diferentes pH's
nos permitié observar que el pH al que estdbamos
realizando las determinaciones (7.0), que era el repor-
tado para este ensayo, no era el 6ptimo. Por estarazén
decidimos realizar una curva de pH con el fin de
establecer el pH éptimo en nuestro ensayo (no
mostrado), resultando que el pH Optimo para la
determinacion de la actividad especffica de glutamato
deshidrogenasa dependiente de NAD es 8.0, tanto en
extractos de células provenientes de cultivos en SN
Giu como de SN Glu-Gli.

Esta reportado (36) que la GDH-NAD sélo es in-
ducida en células crecidas en SN Glutamato, SN
Alanina y SN Aspartato, no induciéndose en ninglin
otro compuesto nitrogenado. Con el fin de analizar el
efecto de glicina sobre la induccién de la actividad de
la GDH-NAD en presencia de diferentes fuentes de
nitrégeno, determinamos la actividad de GDH-NAD en
extractos de células provenientes de cultivos con-
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teniendo SN GIm, SN GIm-Gli, amonio y amonio-Gli
(Tabla 2).

MEDIO ACTIVIDAD ESPECIFICA
SN GLU 0.541
SN GLU-GLI 0.214
SN GLM 0.004
SN GLM-GLI N.D.
AMONIO N.D.
AMONIO-GL! 0.005

umo! NADox/min/mg de proteina.

Tabla 2. Actividad especifica de la cepa S288C (silvestre)
de hid di dl de NAD,

Como era de esperarse, la glutamato
deshidrogenasa dependiente de NAD, no es activada
en presencia de amonio o glutamina. El efecto de
glicina s6lo se observd en presencia de glutamato.

De los datos obtenidos con la cepa silvestre sobre
la actividad de glutamato deshidrogenasa depen-
diente de NAD (catabdlica), podemos concluir que en
la presencia simultanea de glutamato y glicina, la ac-
tividad especifica de GDH-NAD es 2.5 veces menor
que cuando no hay glicina en el medio; asl mismo,
nuestros datos indican que este fenémeno no se debe
a una modificacion postraduccional de la enzima que
cambie el pH &ptimo, ni a una diferencia confor-
macional que confiera proteccién al calor, nitampoco
a una activacion tardia de la enzima por la presencia
de glicina.

Vale la pena aclarar, que ain cuando es evidente
el efecto de la presencia de glicina sobre la actividad
de la GDH-NAD, el tiempo de duplicacién de la cepa
silvestre en medios contenlendo glutamato + glicina
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es tan sélo el doble del que se observa en ausencia de
glicina, durante la fase exponencial del crecimiento
(330 en SN Glu-Gli contra 150

en SN Glu). Después de 36 horas de crecimiento, los
cultivos en ambas condiciones alcanzan una
D.0.600nm similar.

2.2 Alantoinasa

Una vez analizado el efecto de la glicina sobre la
GDH-NAD, decidimos ver si otras enzimas catabolicas
eran a su vez reguladas por la glicina.

Decidimos determinar la actividad de alantoinasa,
dado que el fenotipo de no crecimiento de la cepa
§288C en SN Alantolna - Glicina es muy evidente (Fig.
6). Como se explica en Material y Métodos, no es clara
la concentracién de sustrato que se debe utilizar para
la reaccién colorimétrica. Con el fin de buscar la
concentracion éptima de sustrato (alantofna) re-
querido para saturar la reaccién, decidimos determinar
la actividad enzimética de la cepa S288C crecida en
SN Alantoina, contra diferentes concentraciones de
sustrato (Fig. 11). Como se puede apreciar, no con-
seguimos alcanzar la saturacion de la enzima. Debido
a que la alantoina es poco soluble, decidimos estan-
darizar nuestro ensayo utilizando una concentracién
de sustrato de 4mM, donde obtenlamos la méxima
actividad enzimatica.

En el ensayo reportado para determinar alan-
toinasa (ver Material y Métodos) se especifica que el
pH éptimo es 7.0. Sin embargo, al analizar la curva de
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actividad de alantoinasa contra pH (no mostrado),
encontramos que el pH éptimo para determinar esta
enzima era, en realidad, 8.0

ACT]UIDAD ESPECIFICH DE ﬂLﬁNTOINHSH

(s1lvestre)
——
SN Alan

6 65 ! 1L5.2 25 3 3.5 ¢4
talantoinal

FIG. 11. Actividad especifica de alantoinasa do la cepa
$288C cultivads en SN Al ina contra cre-
cientes de sustrato.

Como se explica en la introduccion, la alantoina es
degradada a través de una compleja via: de alantoina
se obtiene alantoato, que a su vez es convertido en
ureidoglicolato; el ureidoglicolato es convertido en
urea y finalmente se obtiene alofanato para dar COz2y
amonio. El inductor nativo de esta via es el alofanato,
por lo tanto, cualquier metabolito anterior a éste es
capaz de activar a la alantoinasa (8).

Determinamos la actividad especffica de alan-
toinasa de la cepa silvestre cultivada en SN Alantolna,
amonlo (donde se espera que no se active} y en SN
Urea (donde se espera actividad) en presencia y
ausencia de glicina (Tabla 3).
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MEDIO ACTIVIDAD ESPECIFICA™
SN ALAN 37.000

SN ALAN-GLI 7.120

AMONIO 0.652
AMONIO-GLI nd.

SN UREA 18.130

SN UREA-GL! 2.080

*umol alantoato /min/mg de proteina.

Tabla 3. Actividad especifica de alantoinasa de la cepa
$288C (silvestre),

Como se observa en la tabla 3, la actividad de
alantoinasa disminuyé mas de cinco veces en SN
Alan-Gli con respectoa la actividad obtenida enausen-
cia de glicina. Lo mismo se observa en SN Urea - Gli
con respecto a la actividad en ausencia de glicina.
Como era de esperarse, la enzima no se activa ni en
amonio ni en amonio + glicina.

Con el fin de analizar si la glicina inhibfa la actividad
de alantoinasa in vitro, decidimos probar el efecto de
concentraciones crecientes de glicina sobre la ac-
tividad especffica de alantoinasa utilizando diferentes
concentraciones de sustrato para realizar el ensayo.
Como se observa en la Fig. 12, no encontramos
inhibicion en la actividad de alantoinasa.

ACTIVIDAD ESPECIFICA CE ALANTOINASA
SI8KC asidvesiret

sy

S 00 _.__7§ 1§10 3w
- — i
g (5010,50 |
g %m o
e Shier |
M ——
E [5heen |
T

¢ 0 2 4 6 8 1017 061180

o1 de glicine
FIG. 12. Inhibicién de Ia actividad de de lacepa

$288C cultivada en SN Alantoina, utilizando diferentes con-
centraciones de sustrato contra concentracliones creclentes de
glicina.
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Estos resultados indican que en células creclendo
en presencia de glicina, la actividad de alantoinasa es
aproximadamente cinco veces menor a la encontrada
en ausencia de glicina. Es decir, al igual que en el caso
de-la GDH-NAD, la glicina regula negativamente la
actividad de alantoinasa.

3. Pozas intracelulares de glicina.

Se determinaron las pozas intracelulares de glicina
de la cepa S288C crecida en SN Gli y en SN Alantoina
- Glicina (Tabla 3.1). Como se puede observar, la
glicina se acumula, lo cual demuestra que la glicina
entra a la célula y que no se degrada ain en presencia
de alantofna.

POZAS INTRACELULARES DE GLICINA
Cepa 5288C (silvestre)
MEDIO T de cultivo(h) umol de gicina/mg de protelna

SN Gli 2 10.70
SN Gl 24 2321
SN Alan-Gli 2 8.58

SN Alan-Gli 24 24.05

TABLA 4. Pozas intracelulares de glicina de ia cepa sil-
vestre, a las 2 y a las 24 horas de crecimiento en SN Gl y SN
Alan-Gll.

Estos datos sugleren que la glicina como tal, y no
un producto de su catabolismo, es el efector de los
fenémenos anteriormente descritos.

4. Obtencion de mutantes.

Evidentemente, la glicina estd implicada en la
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expresién de un circuito regulatorio que serfa diffcil
dilucidar cona sbla exploracion bioquimica dela cepa
silvestre. Es por ello, que decidimos mutagenizar a la
cepa S288C (ver Material y Métodos), con el fin de
obtener mutantes en este circuito. Es convenlente
aclarar que la caracterizacion de las mutantes que se
presentara a continuacln, seré una descripelén mera-
mente fenotipica de las diferentes cepas obtenidas. La
caracterizacion genética aln no se ha realizado. E!
objetivo inicial de la busqueda de estas mutantes ha
sido el de obtener un buen nimero de mutantes,
selecclonadas en diferentes medios de cultivo. La
obtencidén de estas cepas nos ha permitido analizar
diferentes fenotipos y seleccionar algunos para su
ulterior caracterizacion genética.

A priori, se podrian esperar los siguientes tipos de
mutantes:

a) Mutantes que no transporten glicina;

b) Mutantes que sean capaces de crecer utilizando
glicina como Unica fuente de nitrégeno, por ser
capaces de degradar este compuesto hasta amonio.
Saccharomyces cerevisiae es capaz de degradar
glicina a través de la enzima glicina descarboxilasa (7),
cuando la levadura es cultivada en acetato como
tuente de carbono, por lo que se [ustifica que
esperemos este tipo de mutante, ya que la via
degradativa de glicina existe;

c) Mutantes regulatorias especificas que sean
capaces de revertir el efecto de glicina en una o al-
gunas de las fuentes de nitrégeno probadas + glicina;
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d) Mutantes regulatorias afectadas en un sistema
de control general. El fenotipo de mutantes alteradas
en este supuesto gene regulatorio podria ser muy
variado. Este tipo de mutantes (d), son las que nos
interesaba obtener particularmente.

Se efectuaron tres mutagénesis diferentes,
obteniéndose los siguientes resultados:

4.1. Seleccién de mutantes en SN Giu-Gli y SN
Arg-Gli: La G2 y la 12G.

Sall Guerrero aisl6 la mutante G2 seleccionandola
por su capacidad de crecer en glutamato + glicina
como fuentes de nitrogeno. La mutante G2 s6lo revirtio
el efecto de glicina en glutamato, con un tiempo de
duplicacién en SN Glu-Gli de 120 minutos (contra 330
de la cepa silvestre en la misma condicién), siendo
incapaz de crecer en presencia de glicina cuando las
fuentes de nitrdgeno eran otros compuestos
nitrogenados comoalantofna, arginina, etc. Sinembar-
go, esta mutante no logré presentar actividad de
GDH-NAD en medios adicionados de glutamato y
glicina (Tabla 5). Por otro lado, aislamos la mutante
12G por su capacidad de crecer en arginina + glicina
como fuentes de nitrégeno. La mutante 12G fué capaz
de revertir el fenotipo s6lo en SN Arginina-Glicina (180
minutos contra 400 de la silvestre), SN Ornitina-Glicina
(195 contra 894) y SN Glutamato-Glicina (180 contra
330)(Fig. 13,ay b)), pero no en presencla de glicina y
otros compuestos nitrogenados.
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“Curva de crecimiento
SZGSC (511vestre) 126 y 62 (mutantes)
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FIG. 13. Curvas de crecimiento de las cepas silvestre y
mutantes en a) SNGlu y SNGIu-Gli; b) SNArg y SNArg-Gll;

{

La mutante 12G tampoco fué capaz de activar su
GDH-NAD en cultivos provenientes de SN Glu-Gli. En
latabla 5, se presentan las actividades de GDH-NAD y
alantoinasa de estas mutantes.

GDH-NAD® ALANTOINASA®
CEPA
SNGLU SNGLU-GLI NHa SNALAN SNALAN-GLI NH«
§288C  0.541 0214 0005 37.00 712 0.652
G2 0.381 0.202 0.006 28.05 10.11 N.D.f
126 0.396 0.103 0.004 4323 4.88 N.D.

*umol de NADoxidado/Minuto/mg de proteina.
bumol de alantoato producido/minuto/mg de proteina.
¢N.D. = No Detectable.

TABLA §. Actividades especificas de GDH-NAD y l|lll-
tolnasa de Ias cepas S288C (sil ), G2y 12G
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~Como se puede observar, tanto la mutante G2
como la mutante 12G presentan actividades de GDH-
NAD similares a las de la cepa siivestre en SN Glu-Gli.
Utllizando los criterios de pH optimo y termosen-
sibilidad, se encontré que la enzima obtenida de
extractos de las mutantes G2 y 12G se comportaba
Igual que la GDH-NAD de la cepa silvestre. Estos datos
sugieren que, aun cuando estas mutantes han
recuperado un tiempo de duplicacién similar al que se
observa en SN Glu, esto no va aparejado con la
capacidad de activar a la GDH-NAD en presencia de
glicina. Asl mismo, indican que el efecto de la glicina
sobre la activacion de la GDH-NAD en glutamato,
observada en la cepa silvestre, no es el responsable
del aumento en el tlempo de duplicaciéon que se
presenta en esta condicién. Como se menciond
anteriormente, tanto la 12G como la G2, no
recuperaron la capacidad de crecer en cultivos
adicionadosde alantoina + glicina. Latabla 5, muestra
las actividades de alantoinasa de la cepa silvestre y de
las mutantes G2 y 12G. Como era de esperarse, las
mutantes son incapaces de activar la alantoinasa en
presencia de glicina.

4.2. Seleccion de mutantes en SN Alantoina +
Glicina.

Nuestro interés era aislar mutantes regulatorias
generales que, por ende, afectaran la regulacion de
muchas enzimas (del tipo de areA y nit2). Por esta
razén, decidimos hacer otra mutagénesis, esta vez
seleccionando en medios contenlendo Alantoina +
Glicina, en donde el fenotipo de no crecimiento era
mas obvio que en los medios de seleccion utilizados
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en las mutagénesis anteriores (SN Glu-Gli y SN Arg-
Gli). Se obtuvieron 21 mutantes que fueron agrupadas,
en principio, por su capacidad o node crecer en glicina
como unica fuente de nitrégeno.

4.2.1 Serie AL, Clase I.

De las 21 mutantes aisladas, diez de ellas parecfan
ser capaces de crecer en medios conteniendo glicina
como Unica fuente de nitrégeno (Fig. 14,ay b).

Curva de crecimiento
Serie AL, clase |
} N

—-

5288C SN GLa

——
AL13 SN Gy

o) JEX -
/’H’P’. ALIS SN Gl

——

AL20 SN Gl

a 600nm

0.o0.

AL31 SN Gl

0.01

5 10 15 20 B g
T thrs) AL36 SN 611
Curva de crecimienio —
Serie AL, clase |

——
A7 SK Gl

———
Wt ALIZ SN Gl

o —
AL40 SN Gl

AL4) Sk Gly

0.0. 2 800nm

=
0.01 «
PR TR

1 inest -
AL44 5K Gl
FIG. 14, a y b. Mutantes serie AL, class I.: capaces de crecer
on SN Gii.

De estas diez mutantes, se eligié la AL39 como
representante de esta clase. Con esta mutante, se
realizaron curvas de crecimiento en todos los com-
puestos nitrogenados en presencia y ausencla de
glicina, resultando que esta mutante es capaz de
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crecer en todos los compuestos nitrogenados
analizados, independientemente de la presenciadela
glicina. En la figura 15, se presenta de manera muy
esquematica el fenotipo de crecimiento de la cepa
silvestre en presencia de glicina (en blanco porque no
es capaz de crecer en ninguno de esos compuestos
nitrogenados en presencia de glicina), y el mismo
esquema para el caso de Ja mutante AL39.

AL 39 S288C (s1lvestre)
en presencia de 20aH de glicina en presencia de 20aM de glicina

Orn— -Gl
The —Glu Thr
fir —Arg fir
Phe —Alan
Pro Pro
FIG. 15. Ei del ipo de de las cepas

a) $288C (sllvestre) y b) AL39 (mutante).

Los valores obtenidos para las pozas intracelulares
de glicina (Tabla 6), sugieren que este amino4cido no
esta slendo catabolizado. Sin embargo, esta mutante
presenta un tiempo de duplicacién ligeramente menor
al encontrado en la cepa silvestre en esta condicién
(1020 minutos para la silvestre, contra 840 minutos
para la mutante AL39). Esto indica que una pequefa
proporcion de la glicina debe ser degradada. Asf
mismo, estos resultados sugieren quela capacidad de
la mutante AL39 para crecer en los diferentes com-
puestos nitrogenados probados, no se debe a que la
glicina estad siendo catabolizada de manera impor-
tante.
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POZAS INTRACELULARES DE GLICINA®

CEPA SNGIi{2h) SNGI{24h) SNAtan-Gli{2h) SNAlan-Gli{24h}
§288C 1070 2321 8.58 24.05
AL39 21.22 26,34 20.15 323
%mol de glicina/mg de proteina

YABLA 6. Pozas intracelulares de glicina de las cepas
5288C (slivestre) y AL39 (mutante) en SN Gii y en SN Alan-Gli
alas 2y alas 24 horas de crecimiento,

Se determind fa actividad de alantoinasa de extrac-
tos de la mutante AL33 provenientes de SN Alan, de
SN Alan-Gli y de Amonio (Tabla 7).

ACTIVIDAD DE ALANTOINASA?
CEPA SN Alan SN Alan-Gli  Amonio
$288C 37.00 7.12 0652
AL39 3300 4110 0.370

“mol de alantoato/min/mg de proteina.

Tabla 7. Actividades especificas de alantoinasa de las cepas
S$288C ) y AL39 en SN Alantoina, SN

Al fna-Glicina y A i

e

como fuentes do g

La tabla muestra que la mutante AL33 es capaz de
presentar actividad de alantoinasa atin en presencia
de glicina. Efectivamente, esta cepa presenta un tiem-
po de dupticacién en medios adicionados de alantoina
+ glicina igual al que se observa cuando solamente
se adiciona alantoina, es decir, la activacién de la
alantoinasa es resistente al efecto de glicina. La pro-
babilidad de que esta mutante presentara una sfntesis
constitutiva de alantolnasa quedd descartada, ya que
en presencla de amonio, la actividad de esta enzima
es baja tanto en fa cepa silvestre como en la mutante
AL39.

La tabla 6 muestra que esta mutante disminuye
notoriamente la poza de glicina en SN Alan-Gii. Esto
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puede deberse al hecho de que esta cepa es capaz de
crecer en esta condicién.

Como se explicé en la Introduccion, la sintesis de
la permeasa de alantoina es inducida por alofanato;
este producto resulta de la degradacién de alantolna.
El hecho de que el crecimiento de la cepa silvestre se
inhiba o disminuya en la presencia simultanea de
glicina y diversas fuentes de nitrégeno, podria ser
explicado asumiendo que la glicina afectara negativa-
mente algun sistema de transporte general. En estas
circunstancias, el crecimiento se ver(a afectado debido
aque el transporte de las diversas fuentes de nitrégeno
que se adicionan al medio de cultivo fuera impedido
en presencia de glicina. A este respecto, es con-
veniente mencionar que si bien S. cerevisiae posee
una permeasa general de aminoacidos, esta no
transporta alantolna, ya que es una purina. Asl mismo,
la afinidad de esta permeasa por los diversos
aminodcldos es diferente; ademas existen sistemas
particulares de transporte para cada uno. Por otro
lado, como se menciona en la Introduccion, la ac-
tividad de la permeasa de alantolna es inducida por
alofanato, que es un producto de la degradacién de
alantoina; por tanto, el transporte eficiente de la
alantofna depende de su catabolismo, ya que sola-
mente por esta via se puede obtener alofanato. Los
datos obtenidos para la mutante AL39 sugieren que
esta cepa es una mutante regulatoria capaz de activar
los sistemas catabélicos pertinentes aiin en presencia
de glicina.

El hecho de que esta cepa recupere un crecimiento
normal alin en presencia de glicina en todos los com-
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puestos nitrogenados que se probaron, sugiere que
esta cepa pudiera estar afectada en un sistema de
regulacion general, Al igual que la cepa silvestre, esta
cepa es incapaz de utilizar eficlentemente a la glicina
como Unica fuente de nitrégeno.

4.2.2, Serie AL. Clase Il.

Sels mutantes de las 21 aisladas crecen muy bien
en SN Gli, ain mejor que las de la clase | {Fig. 16).

Curva de crecimiento
SERIE AL, clase 11
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/ A2 SN 61
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Curva de crecimiento
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FIG. 16. Mutantes serie ASL, clase il

Esta clase agrupa a aquellas mutantes que dis-
minuyen su tiempo de duplicacion en SN Gli (540
minutos), aun cuando el crecimiento en este medio
sigue siendo pobre. Otro rasgo fenotipico de este
grupo de mutantes, que las distingue de la clase |, es
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el hecho de que si bien son capaces de revenrtir el
efecto de glicina sobre la utilizacién de varios com-
puestos nitrogenados, simultaneamente disminuyen
su capacidad para crecer con algunos de estos com-
puestos suministrados como Urficas fuentes de
nitrdgeno. Selecclonamos la mutante AL50 como re-
presentante de esta clase. Continuando con la
esquematizacion del fenotipo, en la figura 17, se ob-
serva el fenotipo de esta mutante;
AL 50
en presencia de 20mtt de glicina

Phe —

FIG.17. Esq del po de Ia ALS0,

Esinteresante notar quela mutante AL50 disminuye
su tiempo de duplicaci6n en algunas fuentes de
nitrégeno y glicina, pero aumenta su tiempo de
duplicacién en la misma fuente, en ausencia de glicina.
tas demas mutantes de esta clase ain no han sido
sujetas a un andlisis fenotipico completo; sin embargo,
sabemos que su crecimiento disminuye en ausencia
de glicina en diferentes compuestos nitrogenados.

En la tabla 8, se observan los tiempos de
duplicacion que presenta la mutante ALS0. Nétese que
tanto en SN Alantoina como en SN Arginina crece muy
bien con o sin glicina. Sorprendentemente, en SN
Prolina-Glicina, esta mutante revierte el fenotipo y de

49



Resultados y Discusion

un tiempo de duplicacion de fa cepa silvestre de més
de 1000 minutos, la mutante AL50 se duplica cada 660
minutos. Sin embargo, al proporcionar profina como
Unica fuente de nitrégeno, mientrasla cepa silvestre se
duplica cada 195 minutas, la cepa AL50 tiene un tiem-
po de duplicacion de 660 minutos. Efectos simiiares se
observan en la utllizacién de ornitina, glutamato,
treonina, tirosina y aspartato,

JIEMPQS DE DUPLICACION (minutos)

MEDIO $5288C ALS0
SN Alan 120 150
SN Alan-Gii 1020 150
SN Arg 120 120
SN Arg-Gii 400 120
SN Pro 195 660
SN Pro-Gli 1005 660
SN Om 285 360
SN Orn-Gli 894 540
SNGlu 150 540
SN Glu-Gli 330 450
SN Tre 375 480
SN Tre-Gli 762 480
SN Tir 210 720
SN Tir-Gli 600 390
SN Asp 135 420
SN Asp-Gli 300 360

TABLA 8, Tlempos de duplicaclé Imados de cracimi

to de la cepa AL50, comparada con Jos de (a silvestre.

Las actividades enzimaticas que presenta esta
cepa, se observan en la tabla 9.
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ACTIVIDAD ESPECIFICA DE ALANTOINASA®
CEPA SN Alan SN Alan-Gii NHs SN Urea SN UreaGli

S288C 37.00 712 0852 19.13 2,08
ALS0 3580 56.80 0747 1080 22,63
CEPA SN Glu SN Glu-Gli NHq
5288C 0.841 0214 0.005
ALSO 0.307 0420 0.006

®mol de alantoato producido/min/mg de proteina.
®mol de NADoxidado/Min/mg de proteina.

TABLA 9. Actividad especifica de alantoinasa y de GDH-
NAD de ias cepas S288C (silvestrs) y AL50 (mutante).

Como se observa en esta tabla, la mutante ALS0
presenta actividad de alantoinasa en presencia de
glicina tanto en alantofna como en urea, que son sus
Iinductores, pero no en amonio. De la misma manera,
la actividad de glutamato deshidrogenasa depen-
diente de NAD se observa en glutamato
independientemente de la presencia de la glicina. La
enzima no se activa en crecimientos en amonio como
Unica fuente de nitrégeno, indicando que esta cepa no
presenta una sintesis constitutiva de esta enzima.

Los datos obtenidos para la mutante AL50 sugleren
que esta cepa esté afectada en un sistema que regula
el catabolismo de fos compuestos que esta cepa es
capaz de utilizar, aun en presencia de glicina. Asf
mismo, el hecho de que enla cepa ALS0 el crecimiento
en presencia de algunos amino4cidos como prolina,
glutamato, etc., esté disminufdo, sugiere la existencia
de un sistema de control general del catabolismo
nitrogenado.
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4.2.3. Serie AL. Clase NlI.

De las cinco mutantes restantes, ninguna es capaz
de crecer en glicina como tnica fuente de nitrégeno.
Sin embargo, cada una presenta un fenotipo singular
(Fig.18,a,b,c,dye).
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FiG. 18.Diag
de las mutantes de [a clase Ili: a. AL24; b. ALas c AL43; d
AL4S; 0. ALS2.

oy P

La mutante AL24 es capaz de crecer en presencia
de Glicina y los siguientes compuestos: Alantoina,
Arginina, Ornitina y Treonina. Por su parte, la mutante
AL33 es capaz de crecer con Glicina y Alantolna,
Arginina y Ornitina. La mutante AL43 crece en
Alantolna, Arginina, Fenilalanina y Ornitina, en presen-
cia de Glicina. La mutante AL46 crece en Glicina con
Arginina, Ornitina, y Treonina y la AL52 con Glicina y
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Arginina, Fenilalanina, Ornitina y Glutamato. Estas dos
uitimas (AL46 y AL52) no son capaces de crecer en SN
Alan-Gli. Las mutantes pertenecientes a esta clase,
crecen igual que la cepa silvestre en cada uno de los
compuestos nitrogenados, suministrados como
unicas fuentes de nitrégeno.

Como se puede observar enlatabla 10, la actividad
de GDH-NAD de estas cepas, medida en extractos
obtenidos de cultivos de SN Glu-Gli, siempre es menor
a la obtenida en extractos de cultivos crecidos en SN
Glu, independientemente de que las cepas hayan o no
recuperado la capacidad de crecer 6ptimamente en
SN Glu-Gli. Este dato apoya la propuesta de Miller y
Magasanik ((31), en el sentido de que debe existir otra
via para catabolizar el 4cido glutdmico hasta amonio.

GDH-NAD® ALANTOINASA®
CEPA
SNGlu SN Glu-Gli SN Alan SN Alan-Gli

S288C 0540 0.214 37.00 7.12
AL24 0.388 0.096 48.17 15.93
AL33 0.334 0.204 4699 2030
AL43 0.287 0.137 28.77 233
AL46 0.658 0.287 4567 14.18
AL52 0338 0.052 N.D.° N.D.

°mol de NADoxigado/min/mg de proteina.
®mol de alantoato producido/min/mg de proteina,
°N.D.= No determinado.

TABLA 10. Actividad i de las de la
clase lll.

Por otro lado, si analizamos los niveles de actividad
de alantoinasa de las mutantes, podemos ver que aln
cuando las cepas AL24, AL33 y AL43 son capaces de
crecer en SN Alan-Gli, presentan actividades variables
de alantoinasa, inclusive menores a las encontradas
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en la cepa silvestre en esta condicién {ver e} caso de
la mutante AL43). Cabe mencionar que ninguna de
ellas presenta actividades de la magnitud a las en-
contradas cuando tnicamente se adiciona alantofna.

Por otro lado, la cepa AL46, que es incapaz de
crecer en SN Alan-Gli, presenta, en esta condicién, una
actividad superior a la de la cepa silvestre y similar ala
delaAL24 y AL33, que sl son capacesde crecer en SN
Alan-Gli. Estos datos sugieren la existencla de otro
punto de regulacion en la via de degradacién de
alantofna. Es decir, es probable que la glicina impida
la activacién de alguna otra enzima implicada en la
degradacion de la alantoina. En este caso, las mutan-
tes AL24 y AL33, que se han liberado medianamente
del efecto de la glicina sobre la alantoinasa, pudieran
haberse liberado también en otra enzima de la via
catabdlica y, por lo tanto, son capaces de crecer en
SN Alan-Gli. La mutante AL43, a pesar de no haber
liberado su alantoinasa, recuper6 la actividad com-
pleta de la otra enzima catabdlica, lo que le permite
crecer en SN Alan-Gli.

La interpretacién que le damos al caso de la
mutante AL46, seria que fa sdla liberacion mediana
observada en la alantoinasa, no es suficiente para
recuperar el crecimiento, ya que la otra actividad
catabdlica podrfa permanecer reprimida.

En este contexto, mutantes como las descritas en
losincisos anteriores (Serie AL, clases Iy Il), recuperan
la capacidad de crecer en SN Alan-Gii, ya que en estas
cepas la alantoinasa se induce en SN Alan-Gll al mismo
nivel que en SN Alan,
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Es interesante hacer notar que en esta selecciénde
mutantes no se encontrd ninguna que solamente se
recuperara en SN Alantoina + Glicina. Esto suglere
que el sistema de control en el que participa la glicina
no afecta un sistema particular del catabolismo de
alantolna.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Como se menciond en la Introduccién, Miller y
Magasanik (31), obtuvieron una mutante que presenta
cinco veces menos actividad de GDH-NAD que la cepa
silvestre, y sin embargo, su tiempo de duplicacién al
crecer en SN Glutamato es el mismo que el de la cepa
silvestre. El fenotipo que hemos observado en la cepa
5288C de Saccharomyces cerevisiae, de no crecer
bien en SN Glu-Gli, se explicarfa por el hecho de que
presenta sélo la mitad de la actividad de glutamato
deshidrogenasa catabélica con respecto a la ex-
presada en crecimientos en glutamato como (nica
fuente. Estos autores, a partir de los resultados que
obtuvieron con esta mutante y otra, a la cual le inte-
rrumpleron el gene de GDH (mutante null), sugieren
que el glutamato puede ser degradado por mas de una
via; es decir, ademds de ser catabolizado via GDH-
NAD, puede ser transaminado a alanina, aspartato y
prolina, explicando asf el hecho de que estas mutan-
tes, con poca o nula actividad de GDH, son capaces
de crecer con el mismo tiempo de duplicacién que una
cepa silvestre. Nuestros datos indican que, en la cepa
silvestre, la glicina impide la degradacién del
glutamato por la vfa de GDH-NAD, pero también im-
pide su catabolismo por las vias alternativas.

Es muy poco probable que todo este fenémeno se
deba a que la glicina impida la asimilacién de amonio
via glutamino sintetasa: nuestra principal evidencla es
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la existencia de varias mutantes con diferentes
fenotipos plelotrépicos; sifuese un problema exclusivo
de la asimilacién de amonio, todas nuestras mutantes
habrfan adquirido la capacidad de asimilar amonio en
presencia de glicina y por lo tanto, todas nuestras
mutantes crecerlan en todos los compuestos
nitrogenados cony sin glicina; ademas, todas nuestras
mutantes contindan teniendo una actividad de GS
sensible a glicina.

De nuestros resultados, se desprende que la glicina
estd, de alguna manera, regulando negativamente la
utilizacién de un grupo de compuestos nitrogenados:
En presencia de un compuesto no metabolizable,
como lo es la glicina, se impide la actividad de varias
de las enzimas involucradas en la produccion de
amonio en la célula.

Utilizando este modelo, hemos logrado seleccionar
algunas mutantes regulatorias que presentan al-
teraciones en su capacidad de utilizar una variedad de
fuentes de nitrégeno. El estudio de estas mutantes,
seguramente nos permitird Identificar un sistema
regulatorio general, involucrado en la utilizacién de
fuentes de nitrégeno. Sin embargo, es evidente que
nuestro sistema de seleccion de mutantes no
considerd el aislamiento de cepas alteradas en
represi6n catabdlica nitrogenada, sino en otros sis-
temas de regulacién general del metabolismo
nitrogenado, ya que de acuerdo a la definicion de
represion catabdlica, la utilizacién de una fuente
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primaria de nitrégeno impide la induccién de las en-
zimas necesarias para el catabolismo de fuentes
secundarias. En el caso que estamos analizando, un
compuesto que no es metabolizable, la glicina, impide
la utilizacién de fuentes de nitrégeno primarlas y
secundarias.

A partir de la cepa $S288C, hemos aislado mutantes
resistentes a glicina, obteniendo una gran variedad de
fenotipos:

i) Diez crecen en glicina, sin embargo, no son
capaces de degradaria (Serie AL, clase I) (Tabla 8,
resultados). En estas mutantes, la glicina ya no es
capaz de Impedir la activacién de las enzimas
degradativas de los diversos compuestos
nitrogenados que ya hemos visto gtie son regulados
por este metabolito. El liberarse del efecto de la glicina,
sugiere fuertemente que es en sf misma, la molécula
efectora encargada de la regulacion.

li) Seis de las mutantes constituyen un grupo par-
ticularmente interesante (Serie AL, clase II): Si
efectivamente estamos ante un fenémeno de
regulacién negativa, en este grupo de mutantes el
punto mutagenizado es precisamente el producto
genético que regula negativamente la expresion delas
enzimas involucradas.
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Como se menciond en resultados, estas mutantes
son capaces de crecer con un bajo tiempo de
duplicacién en varios compuestos nitrogenados, en
presencia o ausencia de la glicina; sin embargo, en
otros compuestos nitrogenados, el tiempo de
duplicacién aumenta de dos a cuatro veces gin que
haya glicina presente en el medio. En el caso de la
mutante AL50, el tiempo de duplicacion en SN
Glutamato es cuatro veces mayor con respecto a la
silvestre, y sin embargo, la actividad especffica de
GDH-NAD es ligeramente menor que la de la cepa
silvestre (TABLA 9, resultados). Es decir, la mutacién
presente en esta cepa alterd la capacidad de
catabolizar el cido glutamico. Porotrolado, atin cuan-
do en esta mutante el catabolismo de alantoina es
resistente al efecto de glicina, esto no setraduce en un
efecto sobre el catabolismo de alantoina en ausencia
de glicina. Es indispensable determinar la actividad de
las enzimas involucradas en la degradaclén de otros
compuestos nitrogenados, cuyo catabolismo esté o
no regulado por la glicina, en las mutantes de la clase
ii. Esto nos permitira determinar con mayor precision
qué sistemas catabdlicos estan regulados dentro de
este circuito.

ili) Las siete mutantes restantes (G2, 12G, y serie
AL clase lll: AL24, AL33, AL43, AL46 y AL52) cons-
tituyen, cada una, un fenémeno de desregulacion
particular: En el caso de la mutante G2, sabemos que
a pesar de no lograr inducir su GDH-NAD, logra crecer
en SN Glu-Gli, probablemente porque el glutamato
transamina produciendo otro compuesto cuyo
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catabolismo no es regulado por la glicina. Det mismo
modo, la 12G es capaz de crecer en arginina, ornitina
y glutamato en presencia de glicina, pero no en otros
compuestos cuando hay glicina en el medio. El estudio
genético de estas mutantes, permitird establecer
grupos de complementacion, lo cual nos conducird a
establecer cuantos genes estan implicados en esta
regulacion.

Sin embargo, hay caracteristicas de las mutantes
de fa serie AL (clase lll) que cabe destacar: todas son
capaces de crecer en arginina y ornitina haya o no
glicina en el medlo, y ninguna es capaz de crecer con
un tiempo de duplicacion parecido al de fa silvestre en
tirosina como tnica fuente de nitrégeno.

Por otro lado, dos de tas mutantes de la serie AL,
la AL46 y la ALS2, sorprendentemente no son capaces
de crecer en Alantofna + Glicina como fuentes de
nitrégeno, a pesar de que fueron seleccionadas
precisamente en un medio conteniendo SN Alantolna-
Glicina. Esto se explica por et hecho de que si bien es
clerto que contamos can un medio para fa seleccién
de mutantes regulatorias en el circuito nitrogenado, e!
método presenta algunos problemas de tipo practico,
ya que no es facil seguir un fenotipo de crecer con
diferentes tiempos de duplicacion en medio sélido; asf,
fa exis-tencia de las mutantes AL46 y AL52 es casiuna
casualidad: seguramente, las colonlas seleccionadas
enlamutagénesis crecieron sutimente mas quelas del
fondo. De hecho, en cada mutagénesis, se selec-
cionaron decenas de mutantes que, en el andlisis
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fendtipico, resultaron ser falsas positivas.

Con esta tesis, no se pretende dar una explicacion
de cuél es el significado fisioldgico de que la glicina
regule negativamente la utilizacion de compuestos
nitrogenados. Queremos hacer incapié en que gracias
a este fendomeno de regulacién negativa, hemos con-
seguido identificar la existencia de un circuito
regulatorio general, que no es represion catabdlica
nitrogenada y que atin no ha sido descrito en Sac-
charomyces cerevisiae. Nuestro objetivo ahora es
caracterizar este circuito regulatorio cuya existencia
ha quedado evidenciada al aislarse las mutantes del
tipo ALS0.

Enlaintroduccion, hemos enumerado varios genes
de control que regulan la expresion genética de las
enzimas involucradas en la degradacién de compues-
tos nitrogenados.

Es claro que estas proteinas regulatorias son ac-
tivas promoviendo la expresion genética bajo clertas
condiciones celulares, e inactivas en otras. Es
razonable suponer que los camblos en la actividad
transcripcional son modulados por los cambios in-
tracelulares en los niveles de las moléculas efectoras
(FIG. 19).
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FIG. 19. Modulacién de fa expresiér g

La regulacién de la expresion de genes estruc-
turales involucra la interaccidn entre los elementos
especfficos localizados en direccién 5° del gene con
proteinas regulatorias que se unen a estas secuencias
especfficas de regulacién (42). Cuando nos referimos
a la degradacion de alantofna, se explict la existencia
de un gene regulatorio, dai7, cuya expresion es depen-
diente de la presencia del inductor, y su regién
regulatoria ya ha sido descrita {43). Los autores
proponen dos mecanismos a través de los cuales
podria actuar la regulacion de la transcripcion de este
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gene (FIG. 20, ayb):

a) El primer modelo sugiere que uno de los elemen-
tos que actia en cis, el UAS, funciona como sitio
blanco para un factor que actla positivamente activan-
do la transcripcién de manera independiente del
inductor. Una segunda regién, URS, funciona como
sitio blanco para un factor que actuaria negativamente
bloqueando la funcién de el o los factores que se
uniesen a UAS. La tercera region, UIS, funcionarfa
como sitio blanco de otro factor de accién negativa
que Inhibirfa la funcién del factor unido a URS. La
existencla de unfactor unidoa UIS requerirlala presen-
cia de! inductor. En este modelo, la induccion es
resultado de la suma de dos eventos de regulacién
negativa.

b) El factor asociado a UIS podrla mediar la
induccidn a través de incrementar la activacion
regulada por UAS en el momento en que una proteina
reguladora se una a la secuencia URS. En este caso,
la induccién depende de la interaccion con el ac-
tivador.

Por otro lado, otro gene del sistema DAL, dal5, que
codifica para la permeasa de &cido alantoico, cuya
expresién es independiente del inductor, ya ha sido
mapeado (35). Ha diferencia de dal7, dal5 sélo tiene
un elemento de regulacion en su regién §', UAS
(upstream activation sequence), lo que correlaciona
con el hecho de que este gene no responde al sistema
de inducci6n de alantoina (FIG. 20, c).
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del gene inducible dai7 (a y b), y del gene constitutivo dais ()
de Saccharomyces cerevisise.

La existencia de estos elementos de control
genético en Saccharomyces cerevisiae dan validez a
la existencia de un mecanismo regulatorio generat
como el que estamos estudiando.

Para llevar a cabo un andlisis que nos permita
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Identificar en efecto un circuito regulatorio general,
debemos, en primer lugar, conclufr la exploracién
fenétipica de la mutante AL50: la mutante s6lo fué
crecida en aquellos compuestos nitrogenados que
son claramente regulados en presencia de glicina;
pretendemos ahora, estudiar la velocidad de
crecimiento, con respecto al de la cepa silvestre, en
todos aquellos compuestos que Saccharomyces
cerevisiae pueda utilizar como fuente de nitrégeno.
Esto nos permitir4 aproximarnos a saber qué genes
son los que estarfan siendo regulados dentro de este
circuito.

Por otro lado, contamos con otras cinco mutantes
detipo regulatorio cuya exploracion fenotipica apenas
ha sido iniciada.

As{ mismo, si bien es clerto que es altamente pro-
bable que la mutacién AL50 sea monogénica, dado el
efecto pleiotrépico del fenotipo, debemos realizar las
cruzas genéticas necesarias para demostrarlo. Como
se menciond en resultados, 1a cepa silvestre $288C
tiene la peculiaridad de que su permeasa general de
amino4cidos no es regulada por amonio; otras cepas
silvestres no presentan esta caracteristica: la glicina no
regula la utilizacién de compuestos nitrogenados
probablemente debido a que no se permite su entrada
alacélula. Por ello, debemos cambiar el "mating type”
de la cepa S288C para poder cruzara con nuestras
mutantes. Al estudiar la segregacién genética,
podremos establecer a cuantas mutaciones se debe el
fenotipo observado y la relacién de dominan-
cia/recesividad de la mutacion, y definir a cuantos
grupos de complementacién pertenecen nuestras
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mutantes.

Todo esto, nos conducira a establecer las con-
diciones mediante las cuales podremos clonar el gene
regulatorio silvestre. Contamos con el medio de
seleccion adecuado, ya que la mutante AL50 no es
capaz de crecer en prolina como (nica fuente de
nitrdgeno; al transformar contra un banco de nuestra
cepa silvestre sera facil seleccionar transformantes.
Una vez teniendo clonado el gene regulatorio,
llevaremos a cabo una interrupcién génica con el fin
de poder estudiar m4s finamente su regulacién,

FIN
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