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RESUMEN

En esta Tesis se ha abordado el estudio de la regulacién de la
ruta biosintética de la treonina en la levadura Saccharomyces
cerevisiae: Para ello se han utilizado dos estrategias diferentes:

1. Caracterizacién de algunas enzimas de esta ruta

Por un lado se han estudiado las dos actividades
pertenecientes a la ruta especifica de la treonina, homoserina
quinasa y treonina sintetasa, por ser las menos estudiadas; por otro,
la actividad aspartato quinasa cuya regulacién por treonina era
conocida y podia ser de gran utilidad en la caracterizacién de cepas
desreguladas. En primer lugar se ha puesto a punto un método
especifico y repetitivo para la medida de las actividades homoserina
quinasa y aspartato quinasa en un extracto parcialmente purificado.
En este ensayo se determina la liberacién de ADP dependiente del
sustrato especifico de cada enzima, mediante acoplamiento del
sistema piruvato quinasa/ lactato deshidrogenasa. Se ha estudiado
la variacién de la velocidad inicial de las actividades homoserina
quinasa y aspartato quinasa con respecto a cada uno de sus
sustratos. Para ambas enzimas se ha determinado el patrén de
inhibicién por L-treonina, hidroxinorvalina (un anilogo téxico de la
treonina) y otros aminodcidos relacionados con la ruta de biosintesis
de la treonina. Unicamente la L-treonina tiene un papel significativo
en la regulacién de ambas actividades enzimiticas,
fundamentalmente sobre la aspartato quinasa la cual parece ser la
enzima clave en el control del flujo metdbolico a través de esta ruta.

Tambien se ha puesto a punto un método para ensayar la
actividad treonina sintetasa basado en la medida, mediante HPLC,
de la produccién de treonina por un extracto crudo al que se ha
afiadido homoserina-fosfato. Se ha podido comprobar que como
sugerian estudios previos, efectivamente la actividad treonina
sintetasa estd determinada por el gen THR4.



2. Aislamiento y caracterizacién de mutantes superproductores de
treonina

En primer lugar se ha determinado que la hidroxinorvalina
inhibe parcialmente el crecimiento de Sacch. cerevisiae en medio
con prolina como fuente de nitrégeno. Este efecto se atendia cuando
al medio de cultivo se afiaden, ademds, otros aminodcidos. Mediante
mutagénesis con nitrosoguanidina, se han obtenido mutantes
resistentes a hidroxinorvalina; algunos de ellos, ademds, excretan
treonina al medio de cultivo. Estos mutantes producen entre 15 y
30 veces mds treonina que las cepas silvestres y, aunque en menor
grado, acumulan también isoleucina. En todas las cepas analizadas,
la superproduccién esta asociada a la presencia de un alelo del gen
HOM3 que determina una aspartato quinasa insensible a
retroinhibicién por treonina. Estos resultados, al igual que los
anteriores, indican que la aspartato quinasa es la enzima clave en la

regulacién de la ruta de biosintesis de la treonina en Sacch.
cerevisiae.
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INTRODUCCION



Entre los procesos de obtencién de metabolitos primarios
por fermentacién microbiana la produccién de aminodcidos es
uno de los mdis importantes y conocidos. Las bacterias son los
microorganismos usados mds frecuentemente para la produccién
de aminodcidos, fundamentalmente Escherichia coli y las
pertenecientes a los géneros Corynebacterium y Brevibacterium
(Aida, 1986). Los aminodcidos asi obtenidos se utilizan
principalmente en la industria alimentaria, si bien tambien son
de gran utilidad en medicina y cosmética. Algunos aminoédcidos
como por ej. el glutamato (en su forma de glutamato
monosédico) son muy valiosos por su poder enaltecedor del
sabor. Otros, como 1los aminoicidos esenciales, son
particularmente importantes para su uso como fortificantes de
alimentos humanos y piensos. En este sentido, actualmente,
existen plantas industriales dedicadas a la fabricacién de piensos
en las que las deficiencias nutritivas se corrigen mediante la
adicién de levaduras prensadas. Las levaduras pueden obtenerse
en grandes cantidades como subproductos de industrias
dedicadas a la fabricacién de cerveza o directamente obteniendo
biomasa a partir de subproductos como melazas de cafia o
remolacha (Spencer y Spencer, 1983). Sin embargo, la levadura
usada en alimentacién es pobre en metionina, lisina, treonina y
tript6fano. Resulta muy interesante, por tanto, modificar
genéticamente cepas de levaduras a fin de aumentar su
contenido en estos aminodcidos, consiguiendo asi biomasa
enriquecida en aminodcidos esenciales en la dieta.

En levaduras, los 20 aminodcidos constituyentes de las
proteinas se agrupan en seis familias. A cada familia pertenecen
todos los aminodcidos que derivan de una molécula comin. La
treonina, objeto de esta Tesis, pertenece a la familia del
aspartato a la cual, pertenecen ademds, la asparagina, la
metionina y la isoleucina. La isoleucina se considera tambien de
la familia del piruvato pues parte de su esqueleto carbonado se
sintetiza a partir de este compuesto. Su ruta biosintética
comparte cuatro enzimas con la de la valina (Figura 1).

En plantas verdes, Phycomycetes pertenecientes al orden
Hyphochytriales y a la familia Saprolegniaceae y en procariotas
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Figura 1. Biosintesis de los aminodcidos pertenecientes a la familia
del aspartato en levaduras. Se encuadran los aminodcidos que se
consideran de esta familia. Las flechas rayadas representan la
biosintesis de lisina en bacterias.



la lisina también forma parte de la familia del aspartato
sintetizdndose por la via del diaminopimelato. En Phycomycetes
pertenecientes a los ordenes Chytridiales y Blastocladiales y a la
familia Mucoraceae y en levaduras la lisina se sintetiza via o-
aminoadipato, compuesto que deriva del glutamato. El hecho de
que en procariotas no exista esta via sugiere que ha podido

desarrollarse después de la aparicién de los eucariotas
(Bhattachargee, 1983).

BIOSINTESIS DE TREONINA

La biosintesis de treonina y su regulacién ha sido, y
continua siendo, ampliamente estudiada en procariotas a niveles
enzimdtico, genético y molecular debido al gran interés que tiene
la produccién biolégica de este aminoicido. Los estudios de esta
ruta en levaduras son escasos pues se reducen al trabajo
realizado durante los afios 1963 a 1973 por el grupo de de
Robichon-Szulmajster. En este apartado se describen cada una de
las actividades que forman parte de esta ruta de biosintesis
tanto en procariotas, fundamentalmente en E. coli, como en
Saccharomyces cerevisiae.

Ruta comin para la treonina y wmetioning

La biosintesis de treonina parte del aspartato del cual,
mediante tres pasos, se sintetiza homoserina (Figura 2). A partir
de este punto la ruta se ramifica dirigiéndose, por un lado, hacia
la sintesis de treonina e isoleucina y, por el otro, hacia la sintesis
de metionina.

El primer paso de esta ruta, catalizado por la aspartato
quinasa (EC 2.7.2.4), consiste en la activacién del aspartato con
ATP dando lugar al aspartil-fosfato. En E. coli se han identificado
tres aspartato quinasas denominadas I, II y III que difieren en
su sensibilidad a inhibicién por treonina, lisina y metionina: la
aspartato quinasa I se inhibe por treonina; la III, por lisina,
mientras que la II no se inhibe por ninguno de estos
aminodcidos (Stadtman et al., 1961; Truffa-Bachi y Cohen, 1966;
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Figura 2. Ruta de biosintesis de treonina y regulacién de la misma
en Sacharomyces cerevisiae.



Patte et al., 1967). Se han clonado y secuenciado los genes de E.
coli que determinan la aspartato quinasa I (thrA) y aspartato
quinasa II (metL) (Cossart et al., 1979; Katinka et al., 1980; Zakin
et al., 1983) asi como el gen determinante de la aspartato
quinasa II de Bacillus subtilis (Chen et al., 1987).

En levaduras, cepas portadoras de una mutacién en el gen
HOM3 requieren homoserina o bien simultaneamente treonina y
metionina y no presentan actividad aspartato quinasa (de
Robichon-Szulmajster et al., 1966). Este hecho sugiere que dicho
gen determina la dnica aspartato quinasa existente en levaduras.
De hecho el gen HOM3 de levaduras ha sido clonado por
complementacién de una mutacién hom3, y secuenciado
(Rafalski y Falco, 1987). La secuencia de aminodcidos de la
aspartato quinasa, deducida de la de nucleétidos del gen HOM3,
es homéloga a la de las tres aspartato quinasas de E. coli.
Resultados de de Robichon-Szulmajster er al. (1963 y1964)
indican que la aspartato quinasa de levaduras, al igual que la
nimero I de E. coli es inhibida alostéricamente por treonina.
Resultados de estos mismos autores indican que esta enzima
tambien se inhibe por homoserina y lisina pero no por
metionina, por el contrario, Stadman et al. (1961) no observaron
la inhibicién por lisina.

La Aspartato semialdehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.11)
cataliza el segundo paso de esta ruta consistente en la reduccién
del aspartil-fosfato a aspartato-semialdehido. Esta enzima estd
determinada en E. coli por el gen asd y en Sacch. cerevisiae por
el HOM?2. En ninguno de los dos organismos la actividad
aspartato semialdehido deshidrogenasa es inhibida por producto
final. El gen asd ha sido clonado y secuenciado (Haziza et al.,
1982).

La Homoserina deshidrogenasa (EC 1.1.1.3) cataliza la
reduccién del aspartato-semialdehido dando lugar a homoserina.
En E. coli se han detectado dos actividades homoserina
deshidrogenasa diferentes denominadas I y II. La aspartato
quinasa I y la homoserina deshidrogenasa I forman parte de una
misma proteina determinada por el gen thrA. La tréonina inhibe
alostéricamente tanto la actividad aspartato quinasa I como la



homoserina deshidrogenasa I. Se han descrito mutaciones
simples que afectan a la inhibicién de ambas actividades (Cohen
et al., 1965 a y b). El gen metL determina tanto la aspartato
quinasa II como la homoserina deshidrogenasa II cuyas
actividades no son inhibidas por metionina, treonina, isoleucina o
lisina.

Tanto en levaduras como en Brevibacterium
lactofermentum, existe una dunica actividad homoserina
deshidrogenasa, determinada respectivamente por los genes
HOMG6 y thrA. En ambos casos, esta actividad se inhibe por
treonina. El gen thrA de B. lactofermentum ha sido clonado en un
fragmento que contiene, ademds, el gen que determina la
actividad homoserina quinasa (¢thrB) (Mateos et al., 1987a). Los
codones de iniciaciéon y terminacién del gen thrA han sido
deducidos de su secuencia (Mateos et al., 1987b).

Ruta especifica de biosintesis de treonina

Consiste unicamente en dos pasos sucesivos catalizados por
la homoserina quinasa y la treonina sintetasa, respectivamente.

La Homoserina quinasa (EC 2.7.1.39) cataliza la
fosforilacién de la homoserina dando lugar a homoserina-fosfato.
En procariotas, esta actividad esti determinada por el gen thrB,
en levaduras, por el THRI. La actividad homoserina quinasa de E.
coli se inhibe por treonina (Burr et al., 1976) y por el sustrato
homoserina (Shames et al., 1984). La inhibicién por treonina es
competitiva respecto de la homoserina. Considerando que la
cantidad de homoserina acumulada por células de E. coli es muy
pequefia, este hecho podria indicar que la treonina es in vivo un
potente inhibidor de la homoserina quinasa (Théze et al., 1984).
Los genes thrB de E.coli, B. lactofermentum y de la cianobacteria
Calotrix han sido clonados y secuenciados. De la comparacién de
secuencias entre los genes procedentes de cada organismo se ha
concluido que el presente en cianobacterias es mdis similar al de
Bacilaceas que al existente en Enterobacterias (Cossart et al.,
1981; Mateos et al., 1987a; Parsot y Mazel, 1987).



Hasta el momento se tienen muy pocos datos acerca de la
homoserina quinasa de levaduras. Segin de Robichon-
Szulmajster et al. (1967) esta actividad parece inhibirse por
treonina.

La treonina sintetasa (EC 4.2.99.2), dltima enzima de esta
ruta, cataliza la conversién de homoserina-fosfato en treonina.
- Existen muy pocos estudios sobre esta actividad, determinada en
procariotas por el gen thrC y asignada al THR4 de levaduras por
no existir ninguna otra auxotrofia satisfecha solamente por
treonina (de Robichon-Szulmajster et al.,, 1966). La treonina
sintetasa de B. subtilis cataliza ademds una reaccién secundaria
en la cual la homoserina-fosfato es transformada en o«-
cetobutirato, precursor de la biosintesis de la isoleucina
(Schildkrant y Greer, 1973). Los genes thrC de E.coli yB.
lactofermentum han sido clonados y secuenciados. Los codones
de iniciacién y terminacién de ambos genes han sido deducidos
de su secuencia (Parsot et al., 1983; Malumbres et al., 1988).

REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS EN
Saccharomyces cerevisiae.

La regulacién de las rutas metabdlicas en levaduras es poco
conocida si se compara con los conocimientos que de ellas se
tienen en bacterias. Resulta dificil extrapolar los estudios que se
realizan de uno a otro organismo debido a dos diferencias
fundamentales entre estos dos tipos de células: la organizacién
del material genético y la compartimentacién, en levaduras, del
espacio celular.

En bacterias, los genes que determinan las diferentes
actividades de una ruta biosintética suelen estar ligados en un
oper6n de modo que todos responden a una cierta seifial
metabdlica a través de una o pocas secuencias reguladoras
(promotores y operadores). En levaduras, por el contrario, estos
genes no estan ligados y las enzimas que se regulan lo hacen
generalmente mediante sefiales diferentes o receptores
diferentes de una misma sefial.



La biosintesis de aminodcidos en levaduras se regula
mediante controles generales y especificos. Los controles
especificos son, por definicién, los mecanismos que operan sobre
la ruta de biosintesis de un dnico aminoicido como respuesta a
la concentracién de los productos intermediarios o finales. El
control especifico se produce tanto a nivel de sintesis como de
actividad enzimdtica, siendo el ultimo de ellos el que controla
més fuertemente el flujo de aminodcidos a través de una ruta
biosintética.

Como es comin en las rutas ramificadas, en la biosintesis
de aminodcidos cada producto final suele regular la actividad de
las enzimas tanto de la ruta comidn, como del inicio de cada una
de las especificas.

Se han descrito reguladores especificos de la sintesis de
enzimas pertenecientes a las rutas biosintéticas de aminodcidos
que actuan tanto en frans (arginina, treonina y metionina) como
en cis (arginina, fenilalanina-tirosina e isoleucina). Los genes
reguladores de actuacién en trans no determinan en ningun caso
a un represor cldsico (Jones y Fink, 1982). Todos los reguladores
especificos descritos hasta el momento actuan a nivel
transcripcional con la excepcién del producto del gen CPAR que
regula a nivel traduccional la sintesis de la subunidad
glutaminasa de la carbamil-fosfato-sintetasa A, perteneciente a
la ruta de biosintesis de la arginina (Messenguy, 1987).

La sintesis de algunas enzimas de las rutas biosintéticas de
los aminoicidos se regula, ademds, mediante el denominado
control general. Cuando células de levaduras se cultivan en
condiciones de "hambre" para un aminoicido determinado o en
presencia de andlogos de los mismos, aumenta la expresién de
los genes regulados por este tipo de control (Schiirch er al.,
1974; Delforge et al., 1975; Wolfner et al., 1975). Las rutas
biosintéticas de aminodcidos en las cuales se conoce al menos
una enzima que se regula por este tipo de control son las
siguientes: triptéfano, fenilalanina, tirosina, arginina, histidina,
lisina, isoleucina-valina, leucina, glutamina, glutdmico vy
metionina (Hinnebusch, 1988).



En los ultimos afios se han realizado grandes progresos en
el esclarecimiento a nivel genético y molecular de la regulacién
por control general. Se han estudiado en profundidad los genes
estructurales que codifican para muchas enzimas reguladas
mediante este sistema, fundamentalmente los implicados en la
biosintesis de la arginina, triptéfano e histidina (Hinnebusch,
1988). Por otro lado, se han aislado mutantes con defectos en los
genes reguladores de este sistema de control los cuales se
agrupan en dos clases:

-mutantes gcn, en los cuales estd activada la transcripcién
de todos los genes que determinan enzimas sometidas al control
general.

-mutantes gcd, en los cuales la transcripciéon de estos genes
es inactibable.

Se ha determinado que el activador de la transcripcién de
estos genes es el producto del gen GCN4. La activacién se
produce trds la unién de esta proteina a una pequefia secuencia
de nucleétidos localizada en el extremo 5° de todos los genes
sometidos a control general (5°-TGACTC-3°) (Hinnebusch y Fink,
1983). En condiciones de "hambre" de aminodcidos aumenta la
traducciéon de los genes GCNI, GCN2 y GCN3 'los cuales regulan
positiva pero indirectamente al GCN4 impidiendo la traduccién
de los genes GCD, reguladores negativos directos de la traduccién
de GCN4 (Hinnebusch, 1988).

Otro aspecto fundamental a tener en cuenta es la
compartimentacién de los aminodcidos que se da en levaduras
entre sus distintos orgdnulos celulares siendo comunmente la
vacuola la que actua como reservorio. El mecanismo_ que regula
la distribucién de los aminodcidos entre los diferentes
compartimentos celulares no se conoce muy bien si bien se sabe
que responde a sefiales metabdlicas tales como la sintesis de
proteinas y el "hambre" de nitrégeno (Messenguy et al., 1980).
Wiemken y Diirr (1974) demostraron que las vacuolas de Sacch.
cerevisiae acumulan preferentemente aminodcidos de tipo bésico
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estando excluidos de las mismas la mayoria de los aminoécidos
dcidos y los neutros. Sato et al. (1984) describieron que al menos
diez aminodcidos son transportados activamente al interior de
vesiculas preparadas con membranas vacuolares de Sacch.
cerevisiae a través de siete sistemas de transporte diferentes.
Uno de estos sistemas transporta especificamente lisina vy
arginina (Kitamoto et al., 1988a). Mutantes aislados como
sensibles a 8mM de L-lisina acumulan menor cantidad de
aminodcidos bdsicos y distinta distribucién de los mismos entre

citoplasma y vacuola que las cepas silvestres (Kitamoto et al.,
1988b).

Regulacién de la biosintesis de treonina

Se da tanto a nivel de actividad enzimdtica, cémo de
sintesis de las enzimas.

Regulacién de la actividad enzimaitica

Anteriormente se ha hecho mencién de los factores que
regulan la actividad de cada una de las enzimas pertenecientes a
esta ruta biosintética (Figura 2). En resumen, tres .de ellas estan
sujetas a retroinhibicién por treonina (aspartato quinasa,
homoserina deshidrogenasa y homoserina quinasa). Durante la
realizacion de esta Tesis se han obtenido resultados sobre la
regulacién por lisina y homoserina de la actividad aspartato
quinasa que serdn discutidos mds adelante. La metionina regula
tambien la ruta comin inhibiendo competitivamente la actividad
homoserina deshidrogenasa.

Regulacién de la sintesis enzimitica

Como se indic6 anteriormente, los estudios sobre la
regulaciéon de la ruta de biosintesis de la treonina se deben
fundamentalmente al trabajo realizado por el grupo de de
Robichon-Szulmajster durante los aiios 1963 a 1973, anterior
por tanto al descubrimiento de la regulacién por céntrol general



(Schiirch et al., 1974). Los trabajos realizados por este grupo se
limitaron a la determinacién de algunos niveles enzimdticos
presentes tanto en células silvestres cultivadas en presencia o
ausencia de alguno de los productos finales (treonina o
metionina), cémo en cepas auxétrofas para uno de ellos
sometidas a hambre del aminodcido en cuestién. Como se indicéd
anteriormente, ninguno de los genes descritos hasta el momento
como reguladores de la biosintesis de aminoicidos determinan a
un represor o activador cldsico. Se dice que una enzima se induce
o reprime por un determinado compuesto si la actividad
especifica de la misma aumenta o disminuye respectivamente en
células cultivadas en presencia del compuesto. Los resultados de
estas determinaciones no son lo suficientemente concluyentes
como para precisar con exactitud el mecanismo que regula la
sintesis de cada una de las enzimas pero permiten trazar una
visién general de la regulacién de esta ruta que se resume en la
Figura 2. En general se puede decir que si bien a nivel de
actividad enzimdtica la treonina ejerce el papel regulador
principal, a nivel de sintesis de las enzimas es la metionina la
que cumple esta papel regulando la sintesis de cuatro enzimas
de la ruta.

El nivel de actividad aspartato quinasa disminuye de 4 a 7
veces cuando las células se cultivan en presencia de treonina u
homoserina (de Robichon-Szulmajster et al.,, 1965). Si se
considera a este fenémeno como una represién, la borrelidina, un
inhibidor de la treonil ARN; sintetasa, desreprime esta actividad
(Nass y Hasenbank, 1970). Estos hechos sugieren la existencia de
regulacion especifica mediada por treonina, presumiblemente a
través del treonil-ARNg.

La sintesis de homoserina deshidrogenasa disminuye 2
veces cuando las células se cultivan en presencia de metionina.
La treonina, sin embargo, no altera la sintesis de esta enzima (de
Robichon-Szulmajster y Corrivaux, 1964). De forma reciproca, el
nivel de actividad homoserina deshidrogenasa en una cepa
auxétrofa para la metionina es mayor cuando esta se somete a
"hambre" para este aminoidcido que cuando se cultiva en
presencia de la misma. Esto no ocurre cuando una cepa auxoétrofa



para la treonina se cultiva en ausencia de esta (Cherest, 1971; de
Robichon-Szulmajster et al., 1973). Estos hechos sugieren la
existencia de un mecanismo de regulacién especifica mediado
por metionina sobre la sintesis de esta enzima.

Cuando una cepa auxétrofa para la metionina se somete a
"hambre” para la misma aumenta el nivel de las actividades
aspartato quinasa y aspartato semialdehido deshidrogenasa
(Cherest, 1971). Este hecho sugiere la existencia de regulacién

por control general sobre la sintesis de estas enzimas en los
siguientes casos:

- Si la sintesis de la aspartato quinasa responde a un
control especifico mediado por treonina (como se indicé
anteriormente) y no por metionina.

- Si la aspartato semialdehido deshidrogenasa no responde
a ningin control especifico, como parece indicar el hecho de que
ninguno de los productos finales repriman su sintesis (de
Robichon-Szulmajster et al., 1973).

Con los datos disponibles no es posible proponer hipétesis
acerca del mecanismo que regula la sintesis de las enzimas
perteneciente a la ruta especifica de biosintesis de treonina.

Estudio de mutantes superproductores de aminodicidos

El estudio de la regulacién de una ruta biosintética se
aborda con frecuencia mediante el aislamiento y caracterizacion
de mutantes desregulados en uno o varios de los puntos de
control de la ruta en cuestién. El método de aislamiento
dependerd del modo en que se regula la ruta. En el caso de las
rutas de Dbiosintesis de aminodcidos los métodos mds
comunmente utilizados son: seleccién de mutantes resistentes a
un andlogo téxico de un aminodcido y aislamiento de
revertientes protétrofos a partir de una cepa auxétrofa cuya

deficiencia se localiza en el gen estructural de una enzima
regulada.
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Aislamiento de mutantes resistentes a andlogos de
aminoacidos

La resistencia a un andlogo de un aminodcido que, en
principio es téxico, puede darse por diversos mecanismos que
dependen del nivel/es al cual/fes actue el andlogo: en el
transporte del aminodcido natural, en la biosintesis del mismo
y/o en la sintesis de proteinas.

Cuando el andlogo inhibe el transporte del aminodcido
natural la resistencia se produce generalmente por alteracién del
sistema/s de transporte. Los anilogos pueden actuar inhibiendo
competitivamente la actividad de alguna enzima y/o sutituyendo
al aminodcido natural en procesos de inhibicién, represién o
induccién. De esta forma puede alterarse la sintesis del
aminodcido natural (cuando la enzima estd implicada en la ruta
de sintesis del mismo) o la sintesis de proteinas (si la enzima se
trata de la aminoacil ARNy sintetasa del aminoacido en cuestion).
En todos estos casos la resistencia puede producirse mediante
alteracién de la afinidad de la enzima afectada por el andlogo
y/o aminodcido natural, superproduccién de la enzima o
superproduccién del aminodcido. La superproducciéon del
aminodcido tambien disminuiria la incorporacién del andlogo a
proteinas en el caso de que esta se produzca (Arfin y Gantt,
1983).

Algunos de los mutantes resistentes estardn alterados en
su capacidad de regular la sintesis del aminodcido natural. Asi
pues, el aislamiento de este tipo de mutantes resulta muy
conveniente en el estudio de la regulacién de una ruta
biosintética. Esta estrategia tiene, ademds, grandes ventajas
desde experimentales: por un lado, el procedimiento de seleccién
es positivo, por otro, permite aislar mutantes afectados en los
diferentes mecanismos reguladores de la ruta en cuestidn.

En la literatura se describen gran cantidad de casos,
fundamentalmente en bacterias, sobre produccién de
aminodcidos mediante el uso de cepas mutantes desreguladas,
obtenidas por resistencia a andlogos de los mismos. Una revisién
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reciente 'y completa sobre este tema puede encontrarse en
"Progress In industrial Microbiology: Biotechnology of Amino
Acid Production" editado por Aida et al. (1986), Kodansha LTD.
Tokio. A continuaciéon se describen los estudios que se han
realizado en este sentido con andlogos de la treonina y que
esencialmente se reducen a hidroxinorvalina y borrelidina.

La hidroxinorvalina (ahv, o-amino-f-hidroxivalérico) se’

diferencia de la treonina (o-amino-B-hidroxibutirico) unicamente
en la presencia de un carbono mis en su molécula. En bacterias,
este anidlogo parece actuar sustituyendo a la treonina en procesos
de retroinhibicién. Células cultivadas en presencia de
hidroxinorvalina tienen inhibida la actividad de las enzimas
suceptibles a retroinhibicién por treonina. Como consecuencia la
sintesis de los aminodcidos pertenecientes a esta ruta biosintética
disminuye, llegando incluso a ser limitante del crecimiento
celular. Si al medio de cultivo se afiaden los aminodcidos
relacionados con la ruta de biosintesis de la treonina (treonina,
metionina, isoleucina) las células recuperan su tasa normal de
crecimiento (Cohen et al., 1965b).

Se han obtenido mutaciones que confieren resistencia a
hidroxinorvalina en E. coli, B. lactofermentum, B. flavum,
Corynebacterium glutamicum, C. acetoacidophilum, Proteus
retgerii y Serratia marcescens. La alteracién mds frecuente que
indujo la resistencia en los diferentes organismos fue Ila
insensibilizacién de 1la aspartato quinasa y/o homoserina
deshidrogenasa a la retroinhibicién por treonina. En todos los
casos las cepas resistentes superproducen treonina. Mutantes de
B. flavum cuya homoserina deshidrogenasa es insensible a la
inhibicién por treonina superproducen también homoserina,
isoleucina y valina (Nakaromi, 1986).

La borrelidina es un antibiético macrélido que inhibe la
sintesis de proteinas tanto en procariotas como en eucariotas
mediante inhibicion de la actividad treonil ARN; sintetasa. El
efecto inhibidor de este antibidtico puede revertirse mediante
treonina u homoserina (Poralla, 1975).

Se han obtenido mutaciones de resistencia a borrelidina
tanto en microorganismos (E. coli y Sacch. cerevisiae entre otros),
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como en células de mamiferos. Entre las alteraciones que

indujeron la resistencia en los diferentes organismos se
encuentran:

- Modificacién de la estructura primaria de la treonil ARNy
sintetasa en dos sentidos alternativos: disminucién de la afinidad
por el antibiético o aumento de la afinidad por el aminodicido
natural, treonina (Paetz y Nass, 1973; Nass y Thomale, 1974).

- Desrepresion de la sintesis de la treonil ARN; sintetasa
mediante la modificacién de elementos reguladores que actuan

en cis (promotor u operador). Este fenémeno se describié por
primera vez en E. coli (Froler et al., 1980).

- Insensibilizacién de la aspartato quinasa a la inhibicién
por treonina. En Sacch. cerevisiae, este fenotipo se debe a una
mutacion dominante en un gen denominado BORI que se ha
descrito cémo ligado al HOM3 y que probablemente se trate del

mismo. Estas cepas superproducen treonina y homoserina (Nass
y Poralla, 1976; Seibold et al., 1981).

Aislamiento de revertientes protétrofos

Una forma de obtener mutantes desregulados se basa en la
reversion de mutaciones en genes cuyos productos estdn sujetos
a regulacién. Todas estas reversiones restituyen la actividad de
la enzima, si bien esta restitucién puede tener diversos origenes,
cuales son: (1) Reversién extragénica en la que se mantiene la
mutacion pero esta es compensada por una mutacién en otro
gen. (2) Reversién intragénica perfecta, es decir, la enzima
correspondiente tiene la misma secuencia de aminodcidos que la
silvestre. (3) Reversién intragénica imperfecta en la que o bien
el aminodcido mutado se ha sustituido por otro -distinto del
presente en el silvestre pero que cumple la funcién, o bien se
introducen otros cambios en la secuencia que compensa el de la
mutacién por tener una secuencia distinta de la silvestre.
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Entre los revertientes del tipo 3 cabe esperar que algunos
contengan una enzima de configuracién ligeramente irregular y
que esta irregularidad le confiera bien termosensibilidad, o bien
insensibilidad a moléculas reguladoras (Demain et al., 1966).

Esta estrategia ha sido utilizada por Gaillardin y Heslot
(1979) para insensibilizar la homocitrato sintetasa de
Saccharomycopsis lipolytica de la inhibicién que la lisina ejerce
sobre la actividad de la misma. En Sacch. cerevisiae esta
estrategia ha sido utilizada inicamente por Delgado et al.,
(1982), para insensibilizar la aspartato quinasa de la inhibicién
por treonina. Entre los revertientes protétrofos para la
homoserina, que obtuvieron a partir de una cepa hom3,
seleccionaron excretores de treonina. Dichas cepas resultaron
tener la modificacién deseada y como consecuencia
superproducian y excretaban treonina al exterior de la cél

EXCRECION DE AMINOACIDOS EN Sacharomyces
cerevisiae. ' ;

En la literatura se han descrito mutantes de Sacch.
cerevisiae que excretan al medio de cultivo lisina (Gray y
Battacharjee, 1976; Delgado, 1981), metionina (Masselot y de
Robichon-Szulmajster, 1974a y 1974b; Delgado, 1981), arginina
(Grenson, 1973), triptéfano (Schiirch et al., 1974) o treonina
(Delgado et al., 1982). En todos los casos en que se realizé un
andlisis genético de estos mutantes se comprobé que la excrecién
era consecuencia de la superproduccién del aminodcido en
cuestiéon. Sin embargo, la condicién de superproductor de un
aminodcido no implica necesariamente la excrecién del mismo.
Asi, en cepas de Sacch. cerevisiae y de otras levaduras, se han
descrito genes implicados en la excrecién de lisina (Gaillardin et
al., 1975, Bekerich et al., 1979) y treonina (Delgado et al., 1982).
Existen al menos dos genes, denominados TEXI] y TEX2,
implicados en la excrecién de treonina. Cepas con un fondo
genético superproductor de treonina y portadoras de al menos
uno de los alelos texI-I otex2-1 excretan treonina al medio de
cultivo. Los productos de estos genes no han sido identificados
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pero, en principio, parecen tratarse de permeasas que bombean
treonina fuera de la célula, diferentes de las descritas para la el
transporte de la misma al interior de las células (Martin-Rendén
et al., en preparacién).

OBJETIVO Y ESTRATEGIA DE ESTE TRABAJO

El proyecto del cual forma parte este trabajo tiene como
objetivo tltimo la obtencién de cepas superproductoras de
treonina que pudieran ser empleadas cémo biomasa enriquecida
en este aminodcido para alimentacién humana o animal. Para
conseguir este objetivo, se estan realizando estudios fisioldgicos,
bioquimicos y genéticos tanto en cepas de laboratorio de Sacch.
cerevisiae como en levaduras industriales.

En concreto, con este trabajo se pretende establecer la
importancia relativa de algunos de los puntos de control de la
ruta de biosintesis de treonina en Sacch. cerevisiae. Para ello se
han utilizado dos estrategias diferentes:

1. Caracterizacién de algunas de las actividades enzimdticas
implicadas en esta ruta, en primer lugar y por ser menos
conocidas, las que actdan en la ruta especifica para la sintesis de
treonina, homoserina quinasa y treonina sintetasa;
posteriormente la actividad aspartato quinasa por la importancia
que la misma parece tener en la regulacién de la ruta.

2. Obtencién y posterior caracterizaciéon bioquimica y
genética de mutantes que superproduzcan treonina.
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1. CEPAS DE Saccharomyces cerevisiae

Como abreviatura de Saccharomyces cerevisiae se utiliza
"Sacch. cerevisiae " (Kreger y Van Rij, 1984).

1.1. Nomenclatura genética

Se siguen las recomendaciones elaboradas en la "IV
International Conference on Yeast Genetics" y recogidas en el Yeast
Genetics Supplement (Microbial Genetics Bulletin 31, 1969).

Los genes se designan mediante tres letras (que hacen
referencia a la actividad fisiolégica que determinan) y un nidmero.
Las mutaciones y los alelos se indican mediante el simbolo del gen
afectado y otro nimero separado del primero mediante un guién.
Los alelos cuyo fenotipo sea dominante se escriben con mayidscula;
los recesivos, con miniscula, En este trabajo se utilizan las
designaciones genéticas siguientes:

- ADE, ARG, HIS, LEU, LYS, MET, THR, TRP y URA designan
genes de las rutas biosintéticas de los aminodcidos y bases a los que
corresponden cada abreviatura. Las mutaciones en estos genes
producen auxotrofia para ese aminodcido o base.

-ARO son genes comunes a las rutas biosintéticas de varios
aminodcidos aromdticos. Una cepa portadora de una mutacién arolD
requiere simultaneamente fenilalanina, triptofano y tirosina.

-HOM son genes comunes a las rutas bisintéticas de los
aminodcidos treonina y metionina. Una cepa portadora de una
mutacién hom requiere simultaneamente ambos aminodcidos o bien
homoserina, intermediario comin a ambas rutas de biosintesis.

-ILV  son genes comunes a las rutas biosintéticas de los
aminodcidos isoleucina y valina. Con excepcién de las cepas
portadoras de una mutacién ilvl, las cuales requieren unicamente
isoleucina, el resto de las mutaciones ilv producen auxotrofia tanto
para isoleucina como para valina.
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- MAL, GAL y SUC son genes implicados en la fermentacién de
maltosa, galactosa y sacarosa respectivamente.

-CAN] es el gen estructural de la permeasa especifica de la
L-arginina (permeasal). Los mutantes en este gen son resistentes a
canavanina, un andlogo téxico de la arginina.

-CUPI es un gen que codifica para una metalotioneina que

acompleja cobre. La amplificacién de este gen determina resistencia
al cobre.

-a y o son alelos del gen MAT que determina el sexo.

- Los subindices a, o y u indican que la mutacién del alelo
correspondiente es un fin de mensaje de tipo dmbar, ocre u épalo
respectivamente.

- La delta mayiscula (A) indica que la mutacién del alelo
correspondiente es una delecién. Deleciones diferentes de un mismo

gen se diferencian por la numeracién colocada tras la delta
mayuiscula.

L1] 7"

- Las letras "ts" indican que el producto de dicho alelo es
termosensible (funcional a 22°C y no a 37°C).

- pTMR1-4, es un plismido de alto nmimero de copias portador
del gen THRI que codifica para la homoserinaquinasa.

Los fenotipos se designan con letra mayidscula inicial:

- CyhR se refiere a mutaciones que dan lugar a resistencia a
cicloheximida.

- AhvR indica que la cepa es resistente a a-amino-B8-
hidroxivalerato .(hidroxinorvalina, ahv).



- ThrE y ThrNE indican que la cepa es excretora o no excretora
de treonina respectivamente.

Los simbolos adicionales que aparecen como superindices en
los fenotipos son: + para los fenotipos silvestres; - para los mutantes;
R y S, resistencia y sensibilidad a un inhibidor, respectivamente.

1.2. Cepas haploides n riginales

En la Tabla I se relacionan las cepas utilizadas en esta Tesis y
su procedencia:

- La Cruz del Campo, S.A., Sevilla (LCC)

- Richard Bailey, Solar Energy Research Institute, Golden Co.,
E.E.U.U. (RB)

- Yeast Genetics Stock Center, Berkeley, California (YGSC)

- Encarnacién Martin-Rend6n, Departamento de Genética y
Biotecnia de la Universidad de Sevilla (EMR)

1.3. Cepas_ haploides originales

En la Tabla II se indican las cepas obtenidas durante la
realizacién de esta Tesis. El origen de cada una se especifica dando
la cepa de la que procede, el mutdgeno utilizado para su obtencién
(NG=N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina) o el cruzamiento del que
deriva. En este ultimo caso constan las cepas parentales separadas
por el signo "x" para indicar cruzamiento; la seleccién de haploides
se realiz6 siempre por micromanipulacién de ascas.

2. PRODUCTOS QUIMICOS

En la Tabla III se relacionan los productos quimicos més
relevantes utilizados en esta Tesis y su procedencia:

- Aldrich Chemical Co. Ltd., Dorset, Gran Bretafia (Aldrich)
- Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland (Fluka)



Tabla I. Cepas haploides no originales utilizadas en esta Tesis.

Cepa Genotipo Qrigen
D160-2C MATe ilvl ura3 hom3 hisl arg6 trp2 YGSC
adel metl gal2
F4 MATa thr4 LCC
F15 MATo argd thrl LCC
MMY1 MAT o ura3A52 CyhR RB
MMY2 MATa ura3A52 CyhR RB
S2068B MAToa thrd adel trpl YGSC
S$2206D MATa hom3 gal2 his2 his6 ura3 leul YGSC
X2180-1A MATa SUC2 mal gal2 CUPI YGSC
X2180-1B MATa SUC2 mal gal2 CUPI YGSC
3971-5B MATa gall0 SUC mal trpl-1, ura3 YGSC
ura40 met8-1a ade5,7a leu2u lysl-]o
arolD , ilvl-1, canl
TMR1-4 MATo his4 leu2-3,112 thrl (pTMRI-4: EMR

LEU2 THRI)

Tabla II. Cepas

haploides originales obtenidas durante la realizacién de

esta Tesis.

Cepa Genotipo Origen

XCR13-5A MATa trpl-1, lysl-1o uradop leu2y  3971-5B x X2180-1B

Cl1 a )7 MATa trpl-1q lysl-1, urado leu2y XCR13-5A (NG)
thrl

CJ8 MATa trpl-14 lysl-1p ura4o leu2y XCR13-5A (NG)
thrl-ts ;

CJ9 a CJ10 MATa trpl-1q lysl-1p urado leu2y XCR13-5A (NG)
thrd

Cl11 MATa trpl-1q lysl-1p ura4o leu2y XCR13-5A (NG)
thr40

XCR28-4A MATo wura3 arg6 hom3 hisl D160-2c x F4

AHV1 a AHV6 MATa trpl-14 lysl-1p ura4o leu2y XCR13-5A (NG)
AhvR ThrE

YAHV1 MATa hom3-R1 AHV1 x MMY1

YAHV2 MATa hom3-R2 AHV2 x MMY1

YAHV3 * MATa ura3 AhvR ThrE AHV3 x MMY1

YAHV4 MATa ura4 AhvR ThrE AHV4 x MMY1

YAHVS MATa ura3 hom3-RS5 AHVS x MMY1




Tabla III. Productos quimicos mds relevantes utilizados durante la

realizacién de esta Tesis y procendencia de los mismos.

Producto Abreviatura Procedencia
Acetonitrilo Fluka
Acido acético Panreac
Acido adenosin-5°-trifosférico (sal sédica) ATP Sigma
Acido férmico Panreac
Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-etanosulfénico HEPES Sigma
(sal disddica)
Acido maleico Merck
Acido perclérico Merck
Acetato bdrico QOFF
Acetato cadmico Merck
Acetato sédico Merck
Acetona Panreac
Aminodcidos Sigma
Ditioeritritol (2,3 dihidroxi-1,4-ditiolbutano) DIE Sigma
Dowex AG 1x8 (200-400, HCOO-) Serva
Etanol Probus
Etilendiaminotetraacetato (sal disddica) EDTA Sigma
Etilenglicol-monometiléter Sigma
Fosfatasa Alcalina (de E.coli) PA Sigma
Fosfoenolpiruvato (sal de tri(monocicloexilamonio)) PEP Sigma
Ftaldialdehido OPA Sigma
Helicasa (de jugo géstrico de Helix Pomatia) LIBF
Hidridantina ' Sigma
Hidroxinorvalina (a-amino-B-hidroxivalerato) ahv Degussa
DL-homoserina Janssen
L-homoserina Fluka
Lactato-deshidrogenasa/Piruvato-quinasa (de misculo PK/LDH Sigma
de conejo)
B-mercaptoetanol Sigma
Metanol Probus
Nicotinamida-adenina-dinucleotido, forma reducida NADH ‘Sigma
(sal disédica)
Ninhidrina Sigma
Nitrosoguanidina (N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina) NG Aldrich
Norit-A IIBM
Protamina sulfato Sigma
Tetrahidrofurano Merck
Tris(hidroxietil)metil-2-aminoetanosulfonato TES Sigma
Tris(hidroximetil)aminometano TRIS Sigma




3.5. Tampén H

Consiste en una solucién de Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperacinil]-etanosulfénico (sal disédica) a la concentracién deseada
ajustada al pH requerido con HCl 1 M.

3.6. Tampon _Tris-maleato

Preparado segin Gomori (1955). Una solucién 0.2 M de tris-
maleato (solucién A) se diluye hasta 0.05 M, mediante adicién de
una solucién de OHNa 0.2 M y agua destilada en las proporciones
adecuada para obtener un pH de 7.8.

Solucién A: Tris(hidroximetil)aminometano, 24.2 g; 4cido maleico,
23.2 g: agua destilada, 1000 ml.

Se esteriliza por filtracion a través de un filtro Millipore HA de
0.45 pM de didmetro de poro, succionando con una bomba de vacio
Millipore.

3.7. Tampén Fosfato
Preparado segin Gomori (1955).

- Solucién A: Fosfato monopotdsico, 40 mM.
- Solucién B: Fosfato dipotdsico, 40 mM.

Las soluciones A y B se mezclan en proporciones adecuadas

para obtener un pH de 7.2 (aproximadamente 2 partes de B por
cada 1 de A).

El Tampén fosfato 20 mM se prepara a partir del 40 mM
diluyéndolo a la mitad con agua destilada.



3.8. Tampén_Tris.HCI

Consiste en una solucién 0.5 M de Tris(hidroximetil)-
aminometano ajustada al pH requerido con HCI 1 M (Gomori, 1955).

3.9. Tampén BAP x 10

Se prepara a partir del Tampén Tris.HCl, pH=8; contiene
ademds 10 mM de ZnCl,.

3.10. Tampén_ TES

Consiste en una solucién de Tris(hidroxietil)metil-2-
aminoetanosulfonato a la concentracién deseada ajustada al pH
requerido con NaOH 10 M.

Durante la realizacién de esta Tesis se han utilizado dos
tampones TES diferentes:

- Tampén TES 40 mM, pH=7.5

- Tampén TES 50 mM, pH=8.0

3.11. Tampén TED
Se prepara a partir del Tampén TES 40 mM, pH=7.5, al que se

afiade EDTA y DTE ambas hasta una concentracién final 1 mM. Este

tampén es una modificacién del descrito por Szczesiul y Wampler,
1976.

3.12. Tampén__Bifosfatasa

Se prepara una solucién que contiene imidazol, 50 mM; KCI,
0.1 M; MgCl12, 10 mM y EDTA, 1 mM a pH=7.0.

3.13. Tampén _Acetato

- Solucién A: acetato sédico, 4 M
- Solucién- B: 4dcido acético, 4 M



Las soluciones A y B se mezclan en las proporciones adecuadas
para obtener un pH de 5.5 (Gomori, 1955).

4. MEDIOS LIQUIDOS
4.1. Medio _minimo_ usual (SD)

Contiene "Yeast Nitrogen Base w/o amino acids and

ammonium sulphate” (Difco), 0.17%; glucosa, 2%; sulfato aménico,
0.5%.

Los suplementos requeridos por cada cepa se afiaden siempre
después de autoclavar el medio a las concentraciones finales
indicadas en la Tabla IV (estas concentraciones son las descritas por
Sherman y Lawrence (1974) con algunas modificaciones). Para ello
se preparan soluciones concentradas de cada suplemento que se
esterilizaron como se indica en la misma Tabla.

4.2. Medio minimo con prolina _como _fuente de  nitrégeno
(SDP)

La composicién es idéntica al Medio SD salvo que en vez de

sulfato amoénico, contiene 0.1% de L-prolina como fuente de
nitrégeno (Grenson et al., 1970).

4.3. Medios con_hidroxinorvalina
Al medio SDP con los requerimientos apropiados para cada
cepa se afiade, después de autoclavarlo, hidroxinorvalina a una

concentracion final de 1 mM. (0.13 mg/ml).

4.4, Medio_sin_fuente de nitrégeno_(SDN-)

Constituido por L-histidina, 0.0001%; L-metionina, 0.0001%; L-
triptéfano, 0.0001%; glucosa, 2%.



4.5. Medio_nutritivo (YPD)

Constituido por extracto de levadura (Adsa=Micro, Barcelona),
0.5%; peptona (Difco),1% y glucosa, 2%. Este medio es una
modificaciéon del descrito por Shertman et al.. (1979).

Tabla IV. Concentraciones finales de requerimientos usadas para

suplementar medios minimos y método de esterilizacién de los
mismos.

Método de

Requerimiento mg/l de medio esterilizacién
Adenina.HCl 38 filtracién
L-arginina 30 autoclavado
L-fenilalanina 50 autoclavado
L-isoleucina 20 autoclavado
L-histidina 20 autoclavado
D,L-homoserina 300 filtracion
L-leucina 40 autoclavado
L-lisina 40 autoclavado
L-metionina 20 autoclavado
L-tirosina 20 filtracién
L-treonina 150 filtracién
L-triptéfano 20 filtracién
Uracilo 20 autoclavado

5. MEDIOS SOLIDOS
5.1. Medios minimos

Se preparan segin se describe en el apartado anterior pero
afiadiendo 2% de agar (Adsa=Micro).



5.2, Medios con_hidroxinorvalina
Al medio SDP con los requerimientos apropiados para cada

cepa se aiade, después de autoclavarlo, hidroxinorvalina a una
concentracién final de 10mM (1.33 mg/ml).

5.3. Medio nutritive

Se prepara segin se describe en le apartado anterior pero
afiadiendo 2% de agar (Analema, Vorquimica, S.L., Vigo).

5.4. Medio__para micromanipulacién
Consiste en medio nutritivo al que se afiade agar tipo
Adsa=Micro por ser de mayor pureza que el anterior. Con este agar

se consigue una mayor transparencia en el medio lo que facilita la
micromanipulacién.

5.5. Medio de preesporulacion

Contiene extracto de levadura (Adsa=Micro), 0.8%; peptona
(Difco), 0.3%; glucosa, 10% y agar (Analema), 2%.

5.6. Medio de esporulacién

Constituido por extracto de levadura (Adsa=Micro), 0.1%;
acetato potdsico, 1%; glucosa 0.05% y agar (Adsa=Micro), 2%.



METODOS



1. METODOS DE CULTIVO
1.1. Condiciones de cultiv
1.1.1. Obtencién de precultivos

Una colonia de la cepa que se deseaba cultivar se inoculé en
10 ml de medio nutritivo (YPD) y se incubé a 30°C, con aireacién
forzada por un agitador New Brunswick Scientific Co., INC. (modelo
G2) a 200 r.p.m. hasta alcanzar 1la fase estacionaria
(aproximadamente 2 x 108 células/ml).

1.1.2. Cultivos de menos de 10 ml

Se tomé 1ml de un precultivo obtenido como se describe en el
apartado anterior, y se centrifugé durante 5 minutos a 6000 r.p.m..
Las células se lavaron 2 veces con el mismo medio de cultivo a
inocular, y se resuspendieron posteriormente en 1 ml de dicho
medio. Se tomé una gota (aproximadamente 0.05 ml) de esta
suspensién y con ella se inoculé el nuevo medio. Se incubé a 30°C
con aireacién forzada, tal como se describe en el apartado anterior,
hasta alcanzar la turbidez deseada.

1.1.3. Cultivos de 10 hasta 500 ml

De un precultivo preparado como se describe en el apartado
1.1.1., se tomé el volumen necesario para obtener en el nuevo
medio una D.O. ggonm de aproximada de 0.05. En el caso de que el
medio a inocular fuese distinto de YPD, las células se centrifugaron
y se lavaron 2 veces con agua destilada estéril, antes de inocular el
medio. El cultivo se incubé a 30°C con aireacién forzada por un
agitador Lab Line Instruments, EEUU, modelo 3.527-1, hasta
alcanzar la turbidez deseada.



1.1.4. Cultivos de mas de 500 ml

De un cultivo de 100 ml en medio YPD, preparado como se
describe en el apartado 1.1.3., se tomé el volumen necesario para
obtener en el medio a inocular una D.O. g6onm aproximada de 0.05.
Tras centrifugar y lavar las células 2 veces con agua destilada
estéril, se inoculé el nuevo medio y se incubé a 30°C con aireacién

forzada por un agitador magnético, hasta alcanzar la turbidez
deseada.

En todos los casos, la turbidez del cultivo se ha determinado
mediante un Spectronic 20 (Bausch and Lomb, Bélgica) a 660 nm de
longitud de onda. |

1.2. Curyv de crecimiento

Siguiendo las condiciones de cultivo detalladas en el apartado
1.1.2., se inocularon tubos de 9 ml de capacidad que contenian 3 ml
del medio apropiado en cada caso. Se siguié periodicamente el
incremento de D.O. ggonm del cultivo hasta que éste alcanzaba la
fase estacionaria (aproximadamente 1.0).

El crecimiento, expresado como tasa mdixima de crecimiento
(n), se determina a partir del tiempo medio de duplicacién (tiempo
de generacién, T) durante el aumento exponencial de la turbidez, de
acuerdo con la expresion:

p=_In2 (Van Uden, 1971)
T

2. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS
2.1. Células _totales
La concentracién de células totales se estimé contando el

nimero de células en un microscopio 6ptico, con una cdmara de
Petroff-Hausser (C.A. Hausser & Sons, Philadelphia, USA).



2.2, Células viables

Se define como célula viable aquella capaz de formar colonia
en medio YPD sélido. El nimero de células viables de un cultivo o
una suspension se determiné sembrando una muestra del mismo en
cajas que contenfan medio YPD sélido. Se realizaron las diluciones
adecuadas para obtener entre 100 y 200 colonias por caja. Tras
incubar durante 2-3 dias a 30°C, se conté el nimero de colonias
aparecidas. Para cada determinacién se sembraron 3-4 cajas de
Petri y se calculé el valor medio.

3. DETERMINACION DEL PESO DE CELULAS

3.1. Peso _seco

Una muestra de 20 ml de cultivo o una alicuota de una
solucién concentrada de células se filtré a través de un filtro
Millipore de 0.45 p de didmetro de poro. El filtro con la biomasa
retenida se secé en una estufa a 105°C durante 10 minutos
(previamente se habfa comprobado que incubaciones mads
prolongadas no conllevaban una disminucién significativa en el
peso). La diferencia entre el peso del filtro y el peso del filtro junto
con la biomasa tras el secado se tomé como peso seco de las células.

3.2. Peso hiimedo

El peso himedo equivale aproximadamente a cuatro veces el
peso seco.

4. MEDIDA DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

4.1. Homoserina quinasa y aspartato quinasa

En los siguientes apartados se describen los métodos seguidos
para purificar y ensayar la homoserina quinasa y aspartato quinasa.
La purificacién parcial de ambas enzimas se realiz6 obteniendo en
primer lugar un extracto crudo de las células y sometiéndolo a tres



precipitaciones sucesivas, la primera con sulfato de protamina y las
otras dos con sulfato amoénico. El ensayo de ambas actividades
enzimdticas se realizé cuantificando la liberacién de ADP mediante
el sistema piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa.

4.1.1. Purificacién parcial

Ambas enzimas se purificaron parcialmente siguiendo un
método sustancialmente modificado al descrito por Théze et al.
(1974) para Escherichia coli.

4.1.1.1. Preparacién de extractos crudos

A partir de un cultivo en medio minimo con los
requerimientos adecuados y a D.O.ggonm entre 0.7 y 0.8, se recogian
las células mediante centrifugaciones sucesivas y se lavaban 2 veces
en tamp6én AT. Se rompian las células en un homogeinizador Braun,
modelo MSK; la mezcla de ruptura llevaba por cada gramo de peso
himedo de células, 4.25 ml de perlas de vidrio de 0.5 mm de
didmetro y 1.65 ml de tampén AT. Los residuos celulares se
eliminaban del extracto mediante dos centrifugaciones consecutivas
a 4°C, la primera de 20 minutos a 8000 x g (aproximadamente
15000 rpm en un rotor Beckman JA20) y la segunda de 2 horas a

105000 x g (aproximadamente 50000 rpm en un rotor Beckman
75Ti).

4.1.1.2. Precipitacién_con sulfato de protamina

Al extracto crudo se afiadian 5 mg de sulfato de protamina,
(neutralizada a pH=7 con NaOH) por cada gramo de peso himedo de
células de partida. Tras mantener el extracto en agitaciéon suave a
40C durante 1 hora, se eliminaba el precipitado (dcidos nucleicos y

proteinas asociadas a los mismos) mediante centrifugacién a 4°C
durante 15 minutos a 8000 x g.



4.1.1.3. Precipitaciones con sulfato aménico

Al sobrenadante, obtenido como se describe en el apartado
anterior, se afiadia sulfato aménico hasta un 30% de saturacién y se
mantiene en agitaciéon suave a 4°C durante 30 minutos,
transcurridos los cuales, se eliminaba el precipitado (P30) por
centrifugaciéon a 4°C durante 15 minutos a 8000 x g. Al
sobrenadante se afiadia sulfato aménico hasta un 45% de saturacién.
El precipitado (P45), obtenido tras agitar y centrifugar en las
mismas condiciones utilizadas para la obtencién del P30, se
resuspendia en 0.6 ml de tampén BT por cada gramo de peso
himedo de células de partida y se dializaba dos veces, durante 12
horas cada una, frente a 500 ml del mismo tampén.

Como se indica en Resultados, en algunas ocasiones se utilizé
otro tampdn distintos del AT para la obtencién del extracto crudo.

4.1.1.4. Conservacién_del extracto

No se observé pérdida en la actividad de ninguna de las dos
enzimas tras mantener los extractos a -80°C durante 1 mes.

4.1.2. Ensayo de la actividad homoserina quinasa

La actividad homoserina quinasa se ensayé a 30°0C
cuantificando la liberacién de ADP mediante el sistema piruvato
quinasa/lactato deshidrogenasa (PK/LDH) descrito en el apartado
5.1.3. Para la medida de absorbancia se utiliz6 en algunas ocasiones
un espectrofotémetro Baush & Lomb, modelo 2000 y cuando fue

necesario, uno Beckman DUS50 con cdmara reguladora de
temperatura.

Reactivos

Salvo cuando se especifique otra cosa, se utilizaron las
siguientes soluciones:

- Solucién A: hepes, 0.5 M pH=7.6; KCI, 70 mM



- Solucién B: fosfoenolpiruvato, 45 mM; MgS04.7H,0, 0.3M;
KCl, 1.8 M
- Soluciones de:
NADH, 6mM
ATP, 50mM, neutralizado con NaOH 1M
L-homoserina, 1 mM
PK/LDH, 700 y 1000 unidades por ml respectivamente.

Tanto el NADH, como el ATP se disolvieron en hepes, 0.05 M
pH=7.6; el resto de la soluciones se hicieron con agua destilada.

Durante la realizacién de los ensayos, la solucién A y la de L-
homoserina se mantuvieron a 30°C; la solucién B, la de NADH y la de
ATP se mantuvieron en un baiio de hielo, a 0°C.

Mezcla de reaccién

Se prepar6 directamente en la cubeta del espectrofotémetro
mezclando : Solucién A, 100 ul; Solucién B, 50 ul; NADH, 25 ul; ATP,
50 pul; PK/LDH, 12 pl; extracto parcialmente purificado y agua
destilada hasta un volumen de 450 pl. Tras mantener la mezcla en
un bafio a 30°C durante 2 minutos se desencadena la reaccién
afiadiendo 50 pl de la solucién de L-homoserina. La concentracién
final a la que quedaba cada uno de los componentes en la mezcla de
reaccién fue la siguiente: Hepes, 0.1 M; PEP, 4.5 mM; NADH, 0.3 mM;
ATP, 5mM; L-homoserina, 1 mM; KCl, 194 mM; MgS04.7H,0, 30 mM.

Como se indica en Resultados, los extractos parcialmente
purificados presentan una pequefia actividad independiente de la
presencia del sustrato L-homoserina. Por esta razén resultd
necesario realizar cada medida en presencia y ausencia de la misma.
En este ultimo caso la solucién de L-homoserina fue sustituida por
agua destilada.

Donde se indica en Resultados, la L-homoserina fue sutituida
por DL-homoserina a una concentracién final de 0.2 mM.



Unidades de actividad

La actividad homoserina quinasa de un extracto se define
como los pmoles de ATP transformados en ADP por minuto y ml.

Las unidades de actividad se calculan segin la siguiente
ecuacion:

(A-B) x Vt
E x1x Ve

A=-A D.O.340nm por minuto en presencia de L-homoserina
B=-A D.O. 340nm por minuto en ausencia de L-homoserina
Vt= volumen total de la mezcla de reaccién

Ve= volumen de extracto utilizado

E= coeficiente de extincién milimolar del NADH (6.2)

1= paso de luz (1 cm)

El A D.O.340nm por minuto se calculé utilizando solamente el
tiempo durante el cual el descenso de absorbancia se mantiene
lineal que era siempre menor a 10 minutos.

En algunos casos la actividad se expresa como (A-B).

4.1.3. Ensayo de la actividad aspartato quinasa

La actividad aspartato quinasa se midi6 de la misma forma
que la actividad homoserina quinasa (apartado 4.1.2) excepto que
en vez de con L-homoserina, la reaccién se desencadenaba mediante
Ia adiciéon de 50 pl de una solucién 100 mM de L-aspartato,
neutralizada con NaOH 1M. Ademds en este ensayo se utilizaba una
concentracion final de ATP del0 mM.



4.2. Treonina _sintetasa
4.2.1. Obtenciéon y purificacion de homoserina-fosfato

4.2.1.1. Obtencién

Se prepar6 a partir de DL-homoserina y ATP con homoserina
quinasa de Sacch. cerevisiae segin el siguiente protocolo:

La enzima se purific6 parcialmente segin se describe en el
apartado 4.1.1. a partir de 10.4 g de peso humedo de células de la
cepa  TMR1-4, que contiene el plismido multicopia pTMR1-4,
portador del gen THRI que determina la homoserina-quinasa.

De forma independiente se prepararon 150 ml de una solucién
que contenia Hepes pH=7.5, 15 mmoles; KCI, 30 mmoles;
MgS04.7H20, 4.5 mmoles; ATP, 10.5 mmoles; DL-homoserina, 15
mmoles. Se ajusté el pH a 7.5 con NaOH 1M. A esta solucién se
afiadieron 3 ml de la preparacién de homoserinaquinasa y la mezcla
se incubé durante 3 horas y 30 minutos a 30°C transcurridos los
cuales, se pard la reaccién manteniendo la mezcla a 100°C durante
15 minutos. El precipitado se eliminé mediante centrifugacién
durante 20 minutos a 3600 x g (aproximadamente 10000 rpm en
un rotor Beckman JA20).

Para seguir el curso de la reaccién, que al cabo de las 3 horas
alcanzaba el 23%, se tomaron a lo largo de la incubacién alicuotas de
0.5 ml a las que se afiadieron 35 pl de HCIO4 2N para parar la
reaccion. Mediante la adicién de KOH 10 N se ajustaba la solucién a
pH=7. Se centrifugé a 13000 rpm en una microcentrifuga Heraeus
Sepatech, modelo Biofuge A y se eliminé el precipitado. En el
sobrenadante se midié la cantidad de ADP segin se describe en el
apartado 5.1.3. (Figura 3).

4.2.1.2. Purificacién
Precipitacién con Bario y etanol

Se realiz6' segin Watanabe y Shimura (1956). El pH de la
solucién se ajusté a 8.2 con NaOH 1 M y se afiadieron 60 ml de
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Figura 3. Formaci6én de ADP durante la obtencién de homoserina-
fosfato.



acetato de bario 1 M y 3 volumenes (aproximadamente 615 ml) de
etanol absoluto. Las sales bdricas precipitaban al incubar la
suspensién a 0°C durante 12 horas, transcurridas las cuales se
recogia el precipitado por centrifugacién durante 20 minutos a 3600
X g en un rotor Beckman JA20, y se lavaba 3 veces con etanol frio al
75%.

La homoserina-fosfato se extrafa del precipitado mediante la
adiciéon de 25 ml de HCl 0.1 M. Este proceso se repitié6 3 veces
desechando cada vez el material no soluble en 4cido mediante
centrifugacién a 3600 x g durante 20 minutos en un rotor Beckman
JA20. Se ajust6 el pH a 4.5.

Los nucleotidos-fosfato se eliminaron de la solucién mediante
la utilizacién de carbén activo afiadiendo 0.5 g de Norit A e
incubdndola a 25°C durante 1.5 horas. Previamente era necesario
lavar el carbén activo durante 15 minutos a 80°C con 10 volimenes
de HCl 1 N, eliminar el 4cido con agua destilada y dejar secar a
1100C.

El exceso de bario se eliminé afiadiendo a la solucién 60
mmoles de NazSO4 y manteniendo la solucién en agitacién mediante
un agitador magnético durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Tras eliminar el precipitado (sulfato de bario) por centrifugacién, se
ajusté el pH a 7.5 con KOH 10 N.

Separacion de homoserina-fosfato por cromatografia de intercambio
iénico.

La solucién de homoserina-fosfato se aplicé a una columna de
1 x 24 cm rellena con una resina de intercambio aniénico Dowex-AG
1x8 de 200-400 mesh, forma férmica. La resina se habia lavado
previamente con 4cido férmico 10 mM.

Tras lavar la columna con 1 volumen de 4cido férmico 10 mM,
la homoserina-fosfato se eluyé de la columna con 8 volumenes de
dcido férmico 500 mM. Las fracciones, de aproximadamente 4 ml, se
recogieron con ayuda de un colector Bucher Instruments, USA,
modelo Fractomat. Se utilizé un flujo de 0.26 ml/minuto obtenido
con una bomba peristdltica LKB Bromma, modelo 10200 Perpex. Se
tom6 una alicuota de 0.1 ml de cada una de las fracciones para



detectar aminodcidos con ninhidrina como se describe en el
apartado 5.1.1.1.

Tratamiento con fosfatasa alcalina

La mezcla de reaccién contenfa: Tampén 10 x BAP, 5 pul;
fosfatasa alcalina (166 unidades/ml), 5 ul; muestra de aminoécido
fosfatado y agua destilada hasta un volumen final de 50 pl.

La mezcla de reaccién se mantuvo a 60°C durante 1.5 horas.

4.2.3. Preparacién de extractos

Se llevé a cabo de la forma descrita en el apartado 4.1.1.1.
para la purificacién de la homoserina quinasa y aspartato quinasa
excepto que el Tampén utilizado fue Tampén TED y omitiendo la
centrifugaciéon a 105000 x g.

4.2.4. Ensayo de la actividad

La actividad treonina sintetasa se ensaydé en extractos
obtenidos como se describe en el apartado anterior.

La mezcla de reaccién, adaptada de Szczesiul y Wampler
(1976), consta de: Tampén Tes 50mM, pH=8; fosfato de piridoxal, 70
mM; homoserina-fosfato (obtenida como se describe en el apartado
42.1.), 1 mM; extracto crudo y agua destilada hasta un volumen
final de 4 ml. La mezcla se incuba a 30°C durante 60 minutos a lo
largo de los cuales se toman alicuotas de 1ml que se mantienen a
100°C durante 4 minutos para parar la reaccién. El precipitado se
eliminé por centrifugacién a 13000 rpm en una microcentrifuga
Heraeus Sepatech, modelo Biofuge A. El sobrenadante se filtré a
través de un filtro Millipore de 0.45 p de didmetro de poro.

La actividad se midié cuantificando mediante HPLC la
desaparicién de homoserina-fosfato y la aparicién de treonina a lo
largo del tiempo, segin se describe en el apartado 5.1.1.2..



5. DETERMINACION DE AMINOACIDOS Y OTRAS MOLECULAS
5.1. Anaélisis _cuantitativos
5.1.1. Cuantificaciéon de aminoacidos
5.1.1.1. Con_ninhidrina
Se realiz6 segin Plummer (1971).

Reactivo

El reactivo, que se preparaba en un frasco protegido de la luz

y que debia utilizarse en las 24 horas después de su preparacion,
consta de:

1

Ninhidrina, 0.8 g

Hidridantina, 0.12 g
Etilenglicol-monometiléter, 30 ml
Tamp6n acetato 4M, pH=5.5, 10 ml

Mezcla de reaccién

A 1 ml de muestra se afiadia 1 ml de reactivo. Se calentaba la
mezcla durante 15 minutos a 100°C y se dejaba enfriar a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Se afiadia 1.5 ml de
etanol 50% vy, tras esperar 10 minutos, se media a 570 nm el color
desarrollado (purpureo) por la reaccién del grupo o-amino con la
ninhidrina.

Curva patrén

Se realiz6 una curva patrén a partir de soluciones que
contenian entre 5 y 75 nmoles de DL-homoserina con los cuales se

obtuvieron valores de absorbancia a 570 nm comprendidos entre
0.1 y 1.6.



5.1.1.2. Por cromatograffa liquida de alto rendimiento (HPLC) en
columna de fase reversa

Se realizé6 segin Martinez-Force y Benitez (1990).

Obtencién de muestras

De un cultivo en medio minimo (SD) con los requerimientos
adecuados que habfa alcanzado una D.O.g60 nm entre 0.7 y 0.8, se
extraia una muestra de 40 ml y se centrifugaba a 6000 rpm
durante 5 minutos. El sobrenadante y el precipitado resultantes
sirvieron para determinar la concentracién de aminodcidos fuera y

dentro de las células respectivamente, segin se describe a
continuacién:

En el interior de las células

Las células del precipitado se lavaron 5 veces con agua
destilada y se resuspendieron en 2 ml de agua desionizada. La
suspensién de células se mantuvo en un bafio a 100°C durante 15
minutos para extraer los aminodcidos del interior de las mismas. A

continuacién se centrifugé y se filtr6 el sobrenadante a través de un
filtro Millipore de 0.45 pm de didmetro de poro.

En el medio de cultivo

Se tomé una alicuota del0 ml del sobrenadante la cual se
mantuvo en un bafio a 1000C durante 15 minutos, para someter las
muestras a ensayar al mismo proceso descrito anteriormente, y se
liofiliz6 en un liofilizador Edwards, modelo EF03 hasta un secado
total (aproximadamente 12 horas). El liofilizado se disolvié en 1 ml

de agua desionizada y se filtr6 a través de un filtro Millipore de
0.45 pm de didmetro de poro.

Las muestras se conservaron a -20°C hasta el momento de su
medida.



Sistema de HPLC utilizado

Se utiliz6 un cromatégrafo Waters equipado con una columna
Novapack™ C18 de 18 x 100 mm, empaquetada con silica esférica
de 5 pm de didmetro, dos bombas Waters, modelos 501 y 510
respectivamente y un detector de ultravioleta-visible Waters,
modelo 481.

Las inyecciones de muestras se hacian a través de una vilvula
fija con un lazo de 20 pul, ambos Rheodyne, modelos 7010 y 7012
respectivamente.

El control del sistema, la integracién de datos y su
almacenamiento se realizaba utilizando el programa "Baseline 810"
en un ordenador IBM AT.

Solventes

Se han utilizado dos mezclas de solventes, cuya composicién
volumen/volumen es la siguiente:

-Solvente A: fosfato sédico 400 mM pH=7.2, 5%;
tetrahidrofurano, 1.5%; agua desionizada, 93,5%.

-Solvente B: fosfato sédico 400 mM pH=7.2, 2.5%; acetonitrilo,
55%; agua desionizada 42.5%.

Una vez preparados los solventes, se degasificaban en un baiio
de ultrasonidos "Selecta” a 200 Watios y durante 15 minutos.

Gradientes

Se utilizaron 2 gradientes diferentes, realizados con los
solventes descritos anteriormente, segin se quisiese cuantificar
aminodcidos totales, o, tdnicamente homoserina, homoserina-fosfato

y treonina. En ambos casos la velocidad del flujo era de 2
ml/minuto.



Cuantificacién de aminodcidos totales

La cantidad de solvente B, que comenzaba con un 0% a
tiempo=0 minutos, se incrementaba en un 5% cada minuto y 40
segundos hasta una concentracién final del 60% después de 20
minutos. Se mantenfa el 60% de solvente B durante 1.5 minutos

transcurridos los cuales se volvia linealmente, durante 1.5 minutos,
al 0% de solvente B.

Cuantificacién de homoserina, homoserina-fosfato y treonina

Igual al anterior durante los primeros 9.9 minutos en los que
el solvente B alcanzaba una concentracién del 25%. A partir de este
momento, la cantidad de solvente B se aumentaba linealmente hasta
un 60%, que se alcanzaba a tiempo=11.5 minutos. Se mantenia el
60% de solvente B durante 1.5 minutos transcurridos los cuales se
volvia linealmente, durante 1.5 minutos, al 0% de solvente B.

Derivatizaciéon de aminodcidos con ftaldialdehido

Mezcla derivatizante

Se prepar6 mezclando 4.5 ml de solucién A con 0.5 ml de
solucién B y 0.2 ml de B-mercaptoetanol. La mezcla se filtraba a
través de un filtro Millipore de 0.45 pm de didmetro de poro.
Debido a la inestabilidad del B-mercaptoetanol en la mezcla
derivatizante, ésta debfa mantenerse durante su uso a 0°C y
desecharse antes de 24 horas después de su preparacién.

-Solucién A: borato sédico 0.4 M, pH=10
-Solucién B: ftaldialdehido 54 mg/ml en metanol. Se mantenia
a -20°C y protegida de la luz hasta el momento de su uso.



Tratamiento

A 25 pl de una muestra de aminoidcidos se aiiadia 75 pl de
mezcla derivatizante. Se incubé durante 2 minutos a temperatura
ambiente antes de ser inyectada en el HPLC.

El grado de derivatizacién de los aminodcidos es diferente
cuando se utilizan mezclas derivatizantes preparadas
independientemente. Fue necesario, por tanto, calibrar 1la
derivatizacién ocasionada sobre cada aminoicido por una mezcla
concreta. Por este motivo, antes y después de la inyeccién de un
grupo de muestras tratadas con una misma mezcla derivatizante, se
derivatizaba e inyectaba una solucién patrén que contenia 650
nmoles/ml de cada aminodcido. Este péatrén se preparé diluyendo 4
veces una solucién de aminodcidos en HCl 0.IN distribuida por
Sigma.

Los derivados de aminodcidos se detectaron a 340 nm de
longitud de onda.

Tiempos de retencién

La Tabla V indica los tiempos de retencién obtenidos para
cada uno de los aminoicidos presentes en la mezcla patrén descrita
anteriormente. Cada dato es la media de los valores obtenidos a
partir de 3 experimentos independientes. La desviacién tipica
calculada era en todos los casos menor de 0.15.

El tiempo de retencién obtenido para la DL-homoserina fue de
8.31 minutos. La homoserina-fosfato se retenfa a dos tiempos
diferentes (aproximadamente a los 0.78 y 1.10 minutos)
apareciendo en los cromatogramas como dos picos solapados.

5.1.2. Cuantificacién de proteinas totales

La cantidad de proteinas totales se determind segiin el método
descrito por Lowry et al. (1951).



Tabla V. Tiempos de retencién obtenidos para cada uno de los
amino4cidos. NI: aminoicidos no identificados, NDT: aminodcidos no
detectables tras el proceso de derivatizacién seguido.

Tiempo de retencion

L-aminodcido (minutos)
Aspértico 1.14
Glutdmico 2.04
Serina 6.70
Histidina 7.96
Glicina 8.60
Treonina 9.04
Alanina 10.48
Arginina 11.01
Tirosina 12.37
Valina 14.45
Metionina 14.67
Isoleucina 16.15
Fenilalanina 16.34
Leucina 16.63
Lisina 16.88
Asparagina NI
Glutamina NI
Cisteina NDT
Prolina NDT

Triptéfano NDT




5.1.3. Cuantificacién de ADP

Se realiz6 mediante el sitema piruvato quinasa/lactato
deshidrogenasa (PK/LDH) (Spencer et al., 1984). En este método la
cuantificacion se realiza siguiendo la disminucién de la absorbancia
a 340 nm (-AD.O.340) que se produce debido al consumo de NADH

segin la siguiente reaccién:

ATP ADP

Fosfoenolpiruvato = ——— Pjruvato ——— Lactato
piruvatoquinasa lactato deshidrogenasa

NADH D¥

La mezcla de reaccién, en un volumen final de 500 pl constaba
de: Tampdn Bifosfatasa, 250 pl; fosfoenolpiruvato 40 mM, 5 pul;
NADH 5 mM (disuelto en CO3Naz 10 mM a pH=10), 10 pl; muestra,
200 pl y agua destilada, 30 pl. La reaccién se desencadendé con 3.5
unidades de piruvato-quinasa y 5 de lactato-deshidrogenasa (5 pl
de wuna solucién que contenia 700 y 1000 unidades/ml
respectivamente de cada una de las enzimas). La concentracion mM
de ADP se determina mediante la siguiente ecuacidn:

(A-B) x Vt
Ex1x Ve

A= D.O.340 antes de desencadenar la reaccién

B= D.O. 340 una vez transcurrida la reaccién

Vt= volumen total de mezcla de reaccién (500 pl)
Ve= volumen de muestra utilizada (200 ul)

E= coeficiente de extincién milimolar del NADH (6.2)
1= paso de luz (1 cm) &



5.2. Determinaciones cualitativas

5.2.1. Determinacién de la excrecién de treonina mediante
prueba de alimentacién cruzada

Esta prueba consiste en determinar la capacidad de una cepa
de Sacch. cerevisiae para alimentar un césped de otra cepa
auxétrofa para la treonina a la que se denomina cepa indicadora
(Delgado et al.,1982). En este trabajo se ha utilizado la cepa F4 como
cepa indicadora.

A partir de un cultivo estacionario en YPD de la cepa indicada
se siembraba, tras centrifugar y lavar las células 2 veces en agua
destilada estéril, un césped de aproximadamente 106 células sobre
cajas de medio minimo (SD) con los requerimientos necesarios
excepto treonina. Una vez que las cajas estaban bien secas, se
siembraban sobre ellas mediante palillos de dientes las colonias a
probar, nunca mds de 9 cepas por cada caja. Tras incubar las cajas a
la temperatura deseada (22, 30 6 37°C) las cepas excretoras
presentaban un halo de crecimiento del césped alrededor de la
colonia sembrada. Durante la realizacién de esta Tesis, se ha
comprobado que el tiempo de aparicién del halo depende de la
temperatura de incubacién, siendo éste menor cuanto mdis alta sea
aquella. Se consider6 que una colonia era "no excretora" a una
temperatura determinada cuando no se observaba halo de excrecién
tras 7 dias de incubacién a esa temperatura.

5.2.2. Separacién de aminodcidos por cromatografia en
capa fina

Se utilizaron cromatoplacas de vidrio de 20 x 20 cm con una
capa de celulosa de 0.1 mm de espesor suministradas por Merck.

Solventes

Se utilizaron, independientemente, dos solventes diferentes
cuya composicién volumen/volumen es la siguiente:



- Solvente 1: fenol : agua destilada en proporcién 80:20
- Solvente 2: etanol : dcido acético : agua destilada en
proporcién 65:1:34.

Antes de iniciar la cromatografia con un solvente
determinado, es necesario saturar la cubeta con el mismo. Para ello
se mantenia el solvente dentro de la cubeta, sellada con vaselina,
durante al menos 15 minutos antes de introducir la placa.

Muestras

De cada muestra, que contenia aproximadamente 1 nmol de
aminodcido/pl, se colocaban 10 pul sobre la placa de cromatografia a
una distancia de 1 cm de uno de los bordes de la misma y separadas
2 cm entre si. Las muestras se secaban con ayuda de un secador de
mano.

Las cromatografias se desarrollaban durante 8 horas

transcurridas las cuales el frente se localizaba a unos 17 cm del
origen.

Revelado

Se realizd segin Atfield y Morris (1961).

El reactivo se prepar6 mezclando las soluciones A y B. Se
rociaba la placa con el reactivo utilizando un pulverizador, y se
dejaba secar en una campana durante 30 minutos, transcurridos los

cuales, los aminoicidos se revelaban como manchas de color
purpureo.

- Solucién A: idcido acético glacial, 1 ml; agua destilada, 5 ml;
acetato de cadmio, 50 mg
- Solucién B: acetona, 50 ml; ninhidrina, 500 mg

El desplazamiento de un aminodcido (R) se calculé dividiendo
la distancia recorrida por el aminoicido en cuestién por la distancia
recorrida por el frente de la cromatografia.



6. METODOS GENETICOS

6.1. Tratamientos mutagénicos

6.1.1. Mutagénesis con nitrosoguanidina

Se realiz6 segin el método descrito por Calderén y Cerda-
Olmedo, 1983. Se prepar6 una solucién 1 mg/ml de
nitrosoguanidina en agua destilada que se separé en alicuotas de 0.2
ml. Las alicuotas se guardaron congeladas en la oscuridad a -20°C
hasta el momento de ser usadas y en ningin caso se volvieron a
congelar. “

Las células que habfan estado creciendo en medio YPD liquido
hasta alcanzar la fase estacionaria (aproximadamente 2x108
células/ml), se centrifugaron y resuspendieron en tampén tris-
maleato 0.05M, pH=7.8. Se afiadié nitrosoguanidina a wuna
concentracién final de 20 pg/ml y se incubé a 37°C con agitacién
esporddica durante 10 6 12 minutos. Al final del tratamiento se
diluyé 1ml de la suspensién de células tratadas hasta 10ml con agua
destilada estéril. Las células se centrifugaron y se lavaron 2 veces
con agua estéril. Las células tratadas se sembraron en los medios
apropiados seglin el tipo de mutantes que se queria obtener. La
supervivencia, que en los distintos tratamientos realizados oscilé
entre €l 3% y 48%, se determiné a partir de siembras en YPD antes y
después del tratamiento mutagénico.

6.1.2. Mutagénesis con luz ultravioleta

Las células que habian estado creciendo en medio YPD liquido
hasta alcanzar la fase estacionaria, se centrifugaron, se lavaron 2
veces y se concentraron de 10 a 50 veces en agua destilada estéril.
Se sembraron cajas con 0.1 ml de ésta suspensiéon de células y se
expusieron a luz ultravioleta (42 pw/cm?2 segin medida realizada en
un flujometro Hewlett Packard, modelo 8330-A) entre 5 y 45
segundos. La supervivencia, calculada por siembras de células
tratadas y sin tratar en cajas que contenian YPD, fluctué entre 25 y
0.1% segin el tiempo de exposicién.



6.2. Obtencion de diploides

Se tomaban con sendos palillos de dientes cantidades
equivalentes de biomasa de cada uno de los conjugantes, cultivados
en medio nutritivo sélido durante 48 horas a 30°C, y se mezclaban
sobre una caja del mismo medio extendiéndolos sobre una
superficie de aproximadamente 1 cm2. Sobre la biomasa extendida
se colocaba una gota de agua destilada estéril. La mezcla conjugante
se incubaba a 30°C durante 3 a 4 horas. Se comprobé que el proceso
habia tenido lugar normalmente observando al microscopio la
aparicién de cigotos.

Para aislar los diploides se utilizaron dos métodos distintos. El
uso de uno u otro dependié del genotipo de los conjugantes.

6.2.1. Seleccion de los diploides

Cuando las dos estirpes conjugantes poseian auxotrofias
complementarias, la mezcla conjugante se replicé mediante
terciopelo a una caja con medio selectivo en el que sélo podia crecer
el diploide formado.

6.2.2. Micromanipulacién de cigotos

Este método se utiliz6 cuando los diploides no eran
seleccionables. Mediante un micromanipulador (Lawrénce Precision
Machines, California) fijado a un microscopio invertido Nikon
(modelo MS) y dotado de una microaguja de cristal, se separaban
algunos cigotos de la mezcla conjugante, sobre una caja de medio
para micromanipulacién, cuando estaban emitiendo su primera
yema. Estos cigotos tienen una morfol‘ogl’a inconfundible (llamada en
"flor de lis"). El caracter diploide de las células aisladas fue
comprobado por su capacidad de esporular.



6.3. Esporulacién

Biomasa de los diploides que se deseaban esporular, se
transfiri6 con un palillo de dientes a una caja de medio de
preesporulacién extendiéndola sobre una superficie de 1 cm2. Se
incubé durante 24 horas a 30°C. La biomasa obtenida se transfiri6,
mediante réplica en terciopelo, a una caja de medio de esporulacién
que se incubd durante al menos 4 dias a 22°C.

6.4. Diseccion de ascas y andlisis meiético

La segregacion de los caracteres se estudi6 mediante andlisis
de tétradas (Sherman y Lawrence, 1974). Para digerir las paredes
de las ascas, éstas se trataron con helicasa (Johnston vy
Mortimer,1959). Una pequefia cantidad de biomasa esporulada se
suspendié en una gota de una solucién 5 mg/ml de helicasa sobre
un trozo de papel de parafina colocado dentro de una caja de Petri
vacia y estéril. Se incubé a temperatura ambiente durante
aproximadamente 1 hora y 30 minutos. Posteriormente, una porcién
de esta gota se extendié con un asa sobre una caja de medio para
micromanipulacién. Las esporas se separaron mediante
micromanipulacién cémo se describe en el apartado 6.2.2. Se
incubaron a 30°C durante 48 horas y, una vez germinadas, se
sembraron en los medios apropiados para determinar su fenotipo
y/o genotipo. Cuando se analizaban simultaneamente dos caracteres
cada tétrada se denominé como DP, DR o T segin la segregacién de
los caracteres en esa tétrada fuese ditipo parental, ditipo
recombinante o tetratipo respectivamente.

6.5. Determinaciéon__del sexo

Se utilizaron dos procedimientos distintos. El uso de uno u otro
dependié del nimero de cepas cuyo sexo se quiere identificar.



6.5.1. En un nimero de bajo de cepas (menos de 10)

Se cruzaban las cepas de sexo desconocido con otras dos de
sexos a y o respectivamente (cepas indicadoras que, en esta Tesis,
fueron MMY1 y MMY2) tal como se describe en el apartado 6.2.. La
observacién de cigotos al microscopio, después de incubar la mezcla
conjugante durante 3-4 horas a 30°C, indicaba que la cepa en
cuestiéon es de sexo contrario a aquella por la que se cruzé.

6.5.2. En un nimero alto de cepas (mas de 10)

Se sembraba un cesped de 107 células sobre cajas de YPD de
cada una de las cepas indicadoras. En este caso estas cepas, ademds
de ser de sexo a y o respectivamente, debian tener auxotrofias
complementarias a las cepas cuyo sexo se queria determinar. Las
cajas se incubaban durante 48 horas a 30°C.

Sobre cajas de medio nutritivo se sembraban las cepas de sexo
desconocido en trazos paralelos espaciados 1 cm. Se recoge biomasa
de cada una de las cepas indicadoras con el canto de sendas tablillas
de madera y se sembraban en trazos perpendiculares a los
primeros. Se obtenfa asi una red en cuyos nudos tenfan lugar los
cruzamientos en el caso de que las cepas fueran de sexo contrario.
Tras incubar las cajas a 30°C durante 24 horas, se seleccionaban los
diploides como se describe en el apartado 6.2.1.. El crecimiento de
un diploide en el un nudo de la malla indicaba que la cepa era de
sexo contrario a aquella por la que se cruzé.



RESULTADOS



CARACTERIZACION DE LAS ACTIVIDADES HOMOSERINA
QUINASA Y ASPARTATO QUINASA

En este apartado se describen los ensayos realizados con el
objetivo de caracterizar las actividades homoserina quinasa y
aspartato quinasa de Sacch. cerevisiae. Para ello fue necesario, en

primer lugar, poner a punto protocolos de purificacién y medida
para las mismas.

1. Optimizacién del wmétodo de purificacién y medida

1.1. Homoserina quinasa

A continuacién se describe la puesta a punto del protocolo de
purificaciéon y medida de la actividad homoserina quinasa. Las
medidas se realizaron, en principio, a 280C y pH=7.6 (obtenido con
Tampén Hepes a una concentracién final de 0.1 M) por ser éstas las
condiciones Optimas para el ensayo en E. coli. El resto de las
condiciones se describen en el apartado 4.1.2. de Métodos excepto
que se utiliz6 DL-homoserina a una concentrcién final de 2 mM.

1.1.1. Ensayos preliminares

En primer lugar se trat6 de comprobar la especificidad del
ensayo de actividad homoserina quinasa. Para ello, se obtuvo un
extracto crudo a partir de un cultivo de la cepa X2180-1A segin se
describe en el apartado 4.1.1.1. de Métodos, pero, sin someterlo a la
ultracentrifugacién a 105000 x g y utilizando tampdén A. Se midi6é la
cantidad de ADP producida por este extracto en presencia vy
ausencia de cada uno de los componentes de la mezcla de reaccién.
Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla VI. De ellos se
deduce que no existe liberacién significativa de ADP en ausencia de
extracto crudo, ATP, PEP 6 PK/LDH. Por el contrario, la produccién
medida en ausencia de DL-homoserina constituye aproximadamente
un 62% de la produccién de la mezcla de reaccién completa. Esto
implica que durante el curso de la reaccién se libera ADP



independientemente del que se produce en presencia de
homoserina.

Tabla VI. Especificidad del ensayo de la actividad homoserina

quinasa en un extracto crudo de la cepa X2180-1A. mU: nmoles de
ADP producidos por minuto y ml.

Mezcla de reaccién Actividad (mU)

completa 1188
sin DL-homoserina 736
sin ATP 81
sin PEP 54
sin PK/LDH 32
sin extracto 5

Para comprobar si la produccién de ADP dependiente de
homoserina se debia, efectivamente, a la actividad homoserina
quinasa, producto del gen THRI, se midié la misma en extractos
crudos, obtenidos como se describi6 anteriormente, de las cepas
XCR13-5A y CJ1, portadora esta ultima de un alelo thrl vy
proveniente de la anterior por mutagénesis con NG. El extracto de la
cepa CJ1 produce la misma cantidad en presencia que en ausencia
de homoserina mientras que la cepa parental, XCR13-5A, se
comporta cémo la X2180-1A es decir, sélo un 40% de la produccién
de ADP depende de la presencia de homoserina en la mezcla. Estos
resultados implican que la producciéon de ADP dependiente de
homoserina en la cepa Thrt se debe a actividad homoserina quinasa.

Los siguientes ensayos tenfian como fin aumentar la
proporcién de actividad dependiente de homoserina vs.

independiente. Para ello y utilizando la cepa XCR13-5A, se probaron
las siguientes condiciones:

1. Realizar un paso de purificacién de la enzima precipitindola en la
fraccién de sulfato aménico 30-45% (P45) segun se describe en
Métodos pero sin realizar la precipitacién con sulfato de protamina.



En esta fracciéon, Flavin (1962) describi6 una purificacién de 15
veces para la homoserina quinasa de levadura de panaderia.

2. Cultivar la cepa en presencia de 20 pg/ml de L-metionina lo que,

segin estd descrito (de Robichon-Szulmajster et al., 1973) induce la
sintesis de homoserina quinasa.

3. Ensayar la enzima en presencia de CNK y FNa a una concentracién
final de 30 y 20 mM respectivamente. Segiin estd descrito (Flavin,
1962) estos compuestos inhiben la actividad de las enzimas
responsables de la actividad independiente de homoserina.

Los resultados de estos ensayos realizados tanto con el
extracto crudo, cémo con la fraccién P45, se muestran en la Tabla
VII. De ellos se deduce que en ninguna de las condiciones ensayadas
se consegufa un aumento sustancial de la actividad dependiente de
homoserina. En consecunecia se planteé la necesidad de llevar a
cabo una purificacién parcial de la homoserina quinasa.

Tabla VII. Produccién de ADP dependiente de homoserina (HS)
por extractos de la cepa XCR13-5A. n.d.: no determinado

Actividad dependiente de HS

Extracto Fraccidn
crudo P45
Control 43% 33%
Cultivo con L-met 37% n.d.

Ensayo con FNa y KCN n.d. 26%




1.1.2. Purificacién parcial

Se siguié el protocolo descrito en el apartado 4.1.1. de
Métodos. La Tabla VIII resume los resultados obtenidos trds cada
uno de los pasos de purificacién.

De los resultados se deduce que con la purificacién de la
homoserina quinasa obtenida (tres veces aproximadamente) la
actividad no dependiente de homoserina disminuyé hasta un 12%.

En adelante, pues, se utilizé la fraccién P45 para los ensayos de esta
actividad.

1.1.3. Optimizaciéon de la medida de actividad

A continuacién se describen los ensayos realizados con el
propésito de fijar las condiciones Optimas para la medida de la
actividad homoserina quinasa. Se variaron 3 pardmetros: volumen

de fraccién, pH del ensayo y temperatura a la que se llevaba a cabo
la reaccién.

Volumen de fraccién

Segin se observa en al Figura 4, la actividad homoserina
quinasa aumenta linealmente con el volumen de fraccién utilizado
(entre 25 y 100ul). A partir de este momento, para las medidas de

actividad se utilizaron volimenes de fraccién comprendidos en este
intervalo.

pH

Se ensay6 la actividad homoserina quinasa en mezclas de
reacciéon preparadas a pH comprendidos entre 6.5 y 8.8 con Tampén
Hepes a una concentracién final de 0.4 M. Segiin se -desprende de la
Figura 5 la actividad 6ptima se consigue a pH=7.5. Asi, en adelante
las medidas de actividad se realizaron a este pH.



Tabla VIII. Purificacién parcial de la homoserina quinasa de la cepa XCR13-5A. HS: DL-homoserina. Cada
medida de actividad es la media entre dos ensayos independientes.

Cantidad de Actividad
(1) proteina especifica Actividad
Fraccién mU totales % Recuperacién (mg . ml-1) (mU . mg proteina-1) dependiente de HS
Extracto crudo 6734 - 4.57 80 45%
Sulfato protamina 4989 78.0 3.21 75 48%
P45 2352 49.0 1.51 259 88%
P30 6 0.1 1.07 6 44%

(1) % de actividad recuperada respecto a la existente en el paso de purificacién anterior.
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Temperatura

Se midié la actividad homoserina quinasa en mezclas de
reaccién mantenidas a temperaturas comprendidas entre 270C y
520C; el tiempo de reaccién fue siempre inferior a 5 minutos. Como
se observa en la Figura 6, en las condiciones citadas, la actividad
homoserina quinasa aumenta linealmente con la temperatura. Para
ensayos posteriores se seleccioné 30°C por ser la temperatura
fisiologica de Sacch. cerevisiae.

Asi, resumiendo los resultados anteriores, en adelante las
mezclas de reaccidon utilizadas para medir la actividad homoserina
quinasa se prepararon a pH= 7.5 y utilizando volimenes de fraccién
comprendidos entre 25 y 100ul; las reacciones se siguieron a 300C.

1.2. Aspartato quinasa

Una vez puesto a punto el método de purificacién parcial y
medida para la homoserina quinasa se trat6 de hacer un estudio
similar para la aspartato quinasa. Para ello y sobre.la base de que
en E. coli la purificacién parcial de ambas enzimas se realiza de
modo similar (Théze et al. 1974), se estudié si en la misma fraccién
utilizada para ensayar la homoserina quinasa existia tambien
actividad aspartato quinasa. Segin estd descrito, la aspartato
quinasa de Sacch. <cerevisiae no varia su actividad a pH
comprendidos entre 5 y 9 siendo habitual realizar los ensayos a pH
8.1 (Black, 1962). Con el fin de tratar de unificar las condiciones de
purificacién y ensayo de la homoserina quinasa y la aspartato
quinasa, se ensayé esta iltima actividad a pH 8.1 (Tampén Tris HCl
0.1M) y a 7.5 (Tampén Hepes 0.1M). El resto de las condiciones del

ensayo se describen en Métodos. La Tabla IX muestra los resultados
obtenidos.



Tabla IX. Purificacién parcial y medida de la aspartato quinasa de
la cepa X2180-1A. ASP: L-aspartato 10 mM.

Cantidad de Actividad Actividad
proteina  dependiente especifica
Fraccién pH (mg - ml-1) de ASP (mU - mg proteina-1)
P45 8.1 3.65 86% 146
7.5 91% 162
P30 8.1 1.69 71% 22

De la Tabla IX se deduce que la actividad aspartato quinasa
estd presente en el P45 (aproximadamente un 90% de la actividad
total medida) y no varia significativamente a los pH ensayados. En
consecuencia, se pueden purificar las actividades homoserina
quinasa y aspartato quinasa en la misma fraccién, ambas pueden
ensayarse mediante el mismo método y al mismo pH cambiando
tinicamente el sustrato especifico de cada enzima, L-homoserina y
L-aspartato respectivamente.

1.3. Especificidad de los ensayos

La aspartato quinasa y homoserina quinasa se sintetizan a
partir de los genes HOM3 y THRI respectivamente. Para comprobar
la especificidad del ensayo puesto a punto, se midieron ambas
actividades en dos cepas hom3 THRI (D160-2C y S220-6D) y una
thrl HOM3 (F15). Para igualar las condiciones de crecimiento todas
las cepas se cultivaron en presencia de todos los requerimientos de
cada una de ellas (adenina, L-arginina, L-histidina, L-isoleucina, L-
leucina, L-metionina, L-treonina, L-triptéfano y uracilo). Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla X.



Tabla X. Actividades aspartato quinasa (ASPK) y homoserina

quinasa (HSK) en cepas HOM3 thrl y hom3 THRI.[DL-homoserinal=
2 mM, [L-aspartato]= 5 mM.

Cantidad de Actividad especifica

proteina (mU - mg proteina-1)

Cepa Genotipo (mg - ml-1) HSK ASPK
F15 HOM3 thrl 4.42 0 225
D160-2C hom3 THRI 3.96 108 6
S220-6D hom3 THRI 1.41 113 11

De estos resultados se deduce que los ensayos puestos a punto

para la medida de ambas actividades enzimdticas son especificos
para las mismas.

2. Cinética de sustratos

Los estudios realizados hasta el momento sobre las actividades
homoserina quinasa y aspartato quinasa se habian llevado a cabo
sin determinar previamente los pardmetros cinéticos de las mismas
con respecto a cada uno de sus sustratos. Se consideré adecuado
determinar estos pardmetros debido a la gran utilidad que el
conocimiento de los mismos podia ofrecer para caracterizaciones
posteriores de ambas actividades enzimiticas.

A continuacién se describen estudios sobre la variacién de la
velocidad inicial de ambas enzimas, obtenidas a partir de la cepa
X2180-1A, en funcién de la concentracién de cada uno de sus
sustratos manteniendo el otro a una concentracién constante.



2.1. Homoserina quinasa

2.1.1. Variacion _de la_ velocidad con la  concentracién _ de
L-homoserina

En la Figura 7a se representa la velocidad inicial de la reaccién
frente a la concentracién de L-homoserina.

La cinética de saturacién de la homoserina quinasa por la L-
homoserina es hiperbélica solo a concentraciones por debajo de 0.5
mM. Por encima de esta concentracién, la L-homoserina produce
una inhibicién parcial de la actividad de modo que a la mayor
concentracién de L-homoserina probada (100 mM) la velocidad es
un 47% de la velocidad médxima. La representacién de los datos
obtenidos mediante la transformacién de Lineweaver-Burk (Figura
7b) permite calcular la constante de Michaelis (Km) aparente y la
constante de inhibicién (Kj) de la homoserina quinasa por la L-
homoserina (Cleland, 1970) siendo estas de 0.25 y 2 mM
respectivamente.

2.1.2. Variaciéon de la velocidad con la concentraciéon _de ATP

En la Figura 8 se representa la velocidad inical obtenida en
funcién de la concentracién de ATP mediante la transformacién de
Lineweaver-Burk. La homoserina quinasa sigue una cinética normal

de saturacién de tipo Michaelis-Menten con respecto al ATP con
Km= 0.6 mM.

2.2. Aspartato quinasa

2.2.1. Variacion __de  la  velocidad con la  concentraciéon _de
L-aspartato v ATP

En las Figuras 9 y 10 se representa, segin la transformacion
de Lineweaver-Burk, la variacién de la velocidad inicial en funcién
de las concentraciones de L-aspartato y ATP respectivamente. De
ellas se desprende que la aspartato quinasa sigue una cinética
normal de saturacién de tipo Michaelis-Menten respecto a sus dos
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Figura 7. Variacién de la actividad homoserina quinasa de la cepa
X2180-1A con la concentracién de L-homoserina. (a) Representacidén
directa. (b) Representacién de Lineweaver-Burk. V: velocidad inicial
(-AD.O.340nm/min). Cada medida es la media de los resultados obtenidos
en dos experimentos independientes. La desviacién tipica fue siempre
menor al 7%. La concentracién de ATP se mantuvo constante a 5 mM.



10 -

=
& -
«
-

o
N -
Ho

o =

1K g 1/[ATP] mM

Figura 8. Variacién de la actividad homoserina quinasa de la cepa X2180-
1A con la concentracién de ATP. V: velocidad inicial (-AD.O.340nm/min.). La
concentracién de L-homoserina se mantuvo constante a 1 mM.
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Figura 9. Variacién de la actividad aspartato quinasa de la cepa
X2180-1A con la concentraciéon de L-aspartato. V: velocidad inicial

(-AD.O.340nm/min.). La concentracién de ATP se mantuvo constante a 10
mM.
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Figura 10. Variacién de la actividad aspartato quinasa de la cepa
X2180-1A con la concentracion de ATP. V: velocidad inicial
(-AD.O.340nm/min.). Cada valor es la media de los obtenidos en dos
experimentos independientes, la desviacién tipica fue siempre

inferior al 11%. La concentracién de L-aspartato se mantuvo
constante a 10 mM.



sustratos, L-aspartato y ATP siendo las Kmpy calculadas de 4 mM y
3.6 mM respectivamente.

3. Regulacién de las actividades enzimadticas

3.1. Aminoacidos relacionados con la ruta de biosintesis de
la treonina.

Con el fin de estudiar in vitro el efecto de distintos
aminodcidos sobre las actividades homoserina quinasa y aspartato
quinasa, se llevaron a cabo los experimentos que se describen a
continuacién. Se probaron aminoédcidos relacionados con la ruta de
biosintesis de la treonina a mds de hidroxinorvalina, o-amino-f—
hidroxivalerato, un andlogo téxico de la treonina (ver Tabla XI). Se
preparaban mezclas de reaccién seglin se ha descrito en apartados
anteriores a las cuales se afiadia el aminodcido en cuestién a
diferentes concentraciones finales y se media en ellas la velocidad
inicial de cada una de las enzimas. El sustrato eépccffico de cada
enzima se afiadia a concentracién final igual a la Km de la enzima
para dicho sustrato (0.25 mM de L-homoserina para ensayar la
actividad homoserina quinasa y 4mM de L-aspartato para la
aspartato quinasa). El ATP se usaba a concentracién saturante (5
mM o 10 mM para ensayar la homoserina quinasa o la aspartato
quinasa respectivamente) La velocidad en presencia de un
aminodcido, se comparaba con la obtenida en ausencia del mismo a
la cual se asignaba el 100% de actividad.

Ambas enzimas se obtuvieron a partir de la cepa X2180-1A,
pero para estudiar el efecto de la L-homoserina sobre la actividad
aspartato quinasa, se considerd adecuado utilizar ademds una cepa
carente de actividad homoserina quinasa, F15 (thrl HOM3).

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XI. Segin se
desprende de ellos, de los aminoidcidos naturales, tinicamente la L-
treonina afecta significativamente tanto la actividad homoserina
quinasa, cémo la aspartato quinasa. La hidroxinorvalina a
concentracién 50 mM, inhibe la actividad aspartato quinasa en
aproximadamente un 90% no ejerciendo un efecto significativo
sobre la actividad homoserina quinasa. La inhibicién descrita por L-



Tabla XI. Inhibicién de las actividades homoserina quinasa Yy
aspartato quinasa por aminodcidos relacionados con la ruta de

biosintesis de la treonina. nd:

no determinado.

% Inhibicién

homoserina quinasa  aspartato quinasa
concentracién X2180-1A X2180-1A F15
aminodcido mM THRI HOM3 THR1 HOM3 __ thrlHOM3
L-treonina 20 62 94 70
2 34 nd nd
Hidroxinorvalina 50 11 93 83
5 nd 29 nd
L-metionina 20 13 15 0
L-isoleucina 20 17 25 0
L-valina 20 24 5 0
2 0 nd nd
L-serina 20 17 1 0
2 0 nd nd
L-homoserina 20 27 2 0
L-lisina 20 nd nd 0




homoserina y L-lisina sobre la actividad aspartato quinasa (de
Robichon-Szuljmajster y Corrivaux, 1963) no fue observada.

3.2. Inhibicién por L-treonina e hidroxinorvalina

Para estudiar méds en detalle las inhibiciones ejercidas por la
L-treonina y la hidroxinorvalina sobre las actividades homoserina
quinasa y aspartato quinasa, se prepararon mezclas de reaccién a
las que se afiadian distintas concentraciones de dichos aminodcidos.
Se utilizaron concentraciones comprendidas entre 1 a 40 mM para
la L-treonina y entre 1 a 50 mM para la hidroxinorvalina. La
velocidad inicial de cada una de las enzimas se midié utilizando las
condiciones descritas en el apartado anterior.

Los resultados se muestran en la Figura 11. De ellos se
extrajeron las constantes de inhibicién (Ki) de la L-treonina sobre
ambas actividades y de la hidroxinorvalina sobre la actividad
aspartato quinasa que resultaron ser:

Ki de la L-treonina sobre la aspartato quinasa: 4 mM
Ki de la L-treonina sobre la homoserina quinasa: 14 mM
Ki de la hidroxinorvalina sobre la aspartato quinasa: 8.5 mM
Segin estos resultados, la actividad aspartato quinasa tiene un

papel mds importante que la homoserina quinasa en la regulacién
de la biosintesis de treonina.
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Figura 11. Inhibicién por L-treonina (a) e hidroxinorvalina (b)
sobre las actividades homoserina quinasa (HSK) y aspartato quinasa
(ASPK) de la cepa X2180-1A.



ACTIVIDAD TREONINA SINTETASA

En este apartado se describe la puesta a punto de un método
para la medida de la actividad treonina sintetasa, actividad que,
hasta el momento, no habia sido nunca ensayada en levaduras. Esta
actividad enzimditica habia sido asignada al gen THR4 por no existir

ninguna otra auxotrofia satisfecha por sélo treonina (de Robichon-
Szulmajster et al., 1966).

1. Obtencién y purificaciéon de homoserina-fosfato

En primer lugar fue necesario sintetizar in vitro homoserina-
fosfato, precursor no comercial de la treonina-sintetasa. Este
compuesto se preparé6 a partir de DL-homoserina y ATP utilizando
homoserina quinasa de Sacch. cerevisiae. La purificacién se llevé a
cabo mediante precipitacién con bario-etanol seguida de
cromatografia de intercambio idénico segin se describe en el
apartado 4.2.1. de Métodos.

1.1. Identificacién de amino4cidos en las fracciones
procedentes de la cromatografia de intercambio iénico.

1.1.1. Aminodcidos totales

Mediante el método de la ninhidrina (apartado 5.1.1.1. de
Métodos) se determiné la cantidad de aminoidcidos presente en
alicuotas de las 70 fracciones recogidas de la cromatografia. En la
Figura 12 se representa la concentracién de aminodcidos presente
en cada una de estas fracciones. Las 24 primeras fracciones,
correspondientes a la entrada de la muestra en la columna,
desarrollaron el color purpura indicador de la presencia de grupos
o-amino en las mismas. La D.O.s70nm desarrollada por dichas
fracciones fue superior a 1.7. Este valor correspondia a la mdxima
concentracién de aminodcidos utilizada para la realizacién de la
curva patrén (lpmol/ml) y estd en el limite de la resolucién del
espectrofotémetro. Se podria deducir, pués, que la concentracién de
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Figura 12. Purificacién de homoserina-fosfato. Concentracién de
aminodcidos en las fracciones procedentes de la cromatografia de
intercambio idénico. (a) Fracciones recogidas durante la entrada de
muestras en la columna. (b) Fracciones recogidas durante el lavado
con 4cido férmico 10 mM. (c) Fracciones recogidas durante el lavado
con 4cido férmico 0.5 M.



aminodcido/s presente en las fracciones anteriormente descritas es
superior a lpmol/ml.

Las fracciones 25 a 28, recogidas durante el lavado de la
columna con 4cido férmico 10 mM presentaban una concentracion
decreciente de aminodcido/s. Durante el lavado con 4cido férmico
0.5M aparecié un pico entre las fracciones 31 a 39 correspondiente
a 5.6 pmoles de aminodcido/ml. El resto de las fracciones recogidas
no desarrollé color.

Asi pues, mediante la cromatografia de intercambio i6nico, los
aminodcidos presentes en la mezcla utilizada para la sintesis de
homoserina-fosfato se han separado en dos fracciones: de la 3 a la
28 y de la 32 a la 36.

1.1.2. Homoserina-fosfato y homoserina

Para identificar la composicién en aminodcido/s de las
fracciones descritas en el apartado anterior, se utilizaron dos
métodos diferentes: cromatografia en capa fina y cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC).

(1) Fracciones correspondientes a la entrada de muestras

Alicuotas de las fracciones 3, 8, 13, 18 y 22 se sometieron a
ambos métodos de cromatografia. Como control se utilizaron
soluciones que contenian distinta concentracién de DL-homoserina.

Cromatografia en capa fina

Se realizé seglin se describe en Métodos. Segin se muestra en
la Figural3, en todas las fracciones analizadas existia un aminodcido
cuyo desplazamiento coincidia aproximadamente con el descrito por
Watanabe y Shimura (1956) para la homoserina-fosfato en las
mismas condiciones (R=0.04). Ademds, en todas ellas existia una
pequefia cantidad de otro aminodcido cuyo desplazamiento coincidia
exactamente con el de la DL-homoserina (R=0.43).



Figura 13. Identificacién de aminodcidos mediante cromatografia
en capa fina de fracciones procedentes de la cromatografia de
intercambio iénico. Solvente utilizado: 1 (fenol : agua destilada,
80:20). Carril 1, 10 nmoles de DL-homoserina; carril 2, fraccién
3; carril 3, fraccién 8; carril 4, fraccién 13; carril 5, fraccién 18;
carril 6, fraccién 22.



HPLC

Los cromatogramas de todas las fracciones presentaban 3
picos, 2 de ellos solapados con tiempos de retencién (tr) de
aproximadamente 0.78 y 1.10 minutos, y otro con tr=8.31 minutos.
La retencién de este dltimo pico coincide exactamente con el de la

DL-homoserina. Un ejemplo de este tipo de cromatograma aparece
en la Figura 15a.

(2) Fraccién 32-36

Esta fraccién se obtuvo mezclando las fracciones 32 a 36 que

corresponden al pico aparecido tras la elucién de la columna con
dcido férmico 0.5 M.

Cromatografia en capa fina

La Figura 14 muestra los resultados de someter a la fraccién
32-36 a cromatografia en capa fina utilizando el solvente 1 (Figura
14a, carriles 5, 6 y 7) o el solvente 2 (Figura 14b, carriles 5, 6 y 7).

La fraccién 32-36 contiene iunicamente un aminodcido cuyo
desplazamiento con el solvente 1 fue idéntico al del componente
mayoritario existente en las fracciones correspondientes a la
entrada de muestras en la columna (R=0.04) . Con el solvente 2 el
desplazamiento obtenido para dicho aminodcido fue de R=0.48. El
desplazamiento de este compuesto no coincide con el de la DL-
homoserina (carril 5 en ambas figuras).

HPLC

El cromatograma de esta fraccién presentaba los mismos 3
picos presentes en los correspondientes a las fracciones recogidas
durante la entrada de muestras en la columna.

De todos estos resultados se concluye que todas las fracciones
analizadas presentan los mismos componentes:
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Figura 14. Identificacién de aminoédcidos tras cromatografia en capa fina de fracciones procedentes de la
cromatografia de intercambio iénico. (a) Solvente 1 (fenol : agua destilada, 80:20). (b) Solvente 2 (etanol : 4cido
acético : agua destilada, 65:1:34). Carril 1, 85 mU de fosfatasa alcalina; carriles 2 y 6, fraccién 32-36;
carriles 3 y 7, fraccién 8; carriles 4 y 5, 10 nmoles de DL-homoserina. +F.A. y -F.A., fracciones tratadas y
sin tratar con fosfatasa alcalina. El pH de todas las muestras se ajusté a 7 con KOH. '



- Un componente minoritario que se trata muy probablemente
de homoserina, no eliminada totalmente en la precipitacién con
bario-etanol. Este componente no fue detectado en la fraccién 32-36
mediante cromatografia en capa fina, sin embargo, aparece cuando
la misma se analiza mediante HPLC, método de mayor sensibilidad
que el anterior.

- Un componente mayoritario, detectable por ambos métodos
en todas las fracciones analizadas, que se trata probablemente de
homoserina-fosfato pues su desplazamiento en cromatografia de
capa fina coincide con el descrito para éste compuesto.

Tratamientos con fosfatasa alcalina

Para identificar el componente mayoritario antes descrito, se
trataron las fracciones 8 y 32-36 con fosfatasa-alcalina y se
sometieron a cromatografia en capa fina. Como control se
cromatografiaron 10 nmoles de DL-homoserina y 83 mU de
fosfatasa-alcalina. Las Figuras 14a y 14b muestran los resultados
obtenidos utilizando los solventes 1 y 2 respectivamente.

Segin los resultados de la cromatografia en capa fina, la
fraccion 8 presentaba 2 aminoédcidos antes del tratamiento, uno
mayoritario (R=0.04 con el solvente 1 y R=0.48 con el solvente 2) y
otro minoritario (R=0.43 y R=0.58 con los solventes 1 y 2
respectivamente), mientras que la fraccién 32-36 presentaba
tnicamente un aminodcido correspondiente al mayoritario de la
fraccién 8.

Con el tratamiento enzimdtico desaparecia el componente
mayoritario de todas las muestras presentando éstas sélo un
aminodcido cuyo desplazamiento coincidia con el de la DL-
homoserina (R=0.43 con el solvente 1 y R=0.58 con el solvente 2). Se
puede asi concluir que el componente mayoritario es homoserina-
fosfato que se transforma en homoserina mediante la eliminacién
del grupo fosfato llevada a cabo por la fosfatasa-alcalina.



Respecto de los resultados de las cromatografias por HPLC,
estd claro que el pico minoritario corresponde a homoserina. Los
picos solapados tienen dos posibles origenes:

1- Que se trate de dos aminodcidos diferentes: homoserina-
fosfato y otro aminodcido indetectable mediante cromatografia en
capa fina en las condiciones utilizadas.

2- Que se trate de un solo aminodcido, presumiblemente
homoserina-fosfato, retenido a dos tiempos diferentes.

Para probar estas dos hipétesis se realizé un tratamiento con
fosfatasa alcalina de una muestra que contenia una mezcla de las
fracciones 8, 13, 18 y 22 (fraccién 8-22). La fraccién antes y
después del tratamiento se sometié a cromatografia por HPLC. Como
control se utilizaron soluciones de Tris y fosfatasa-alcalina a la
misma concentracién utilizada para la realizacién del tratamiento
enzimdtico. No se observd interferencia alguna de los derivados de
estos compuestos con ninguno de los 3 picos de interés para este
ensayo (tr=0.79, 1.10 y 8.31 minutos).

Segin se muestra en la Figura 15, con el tratamiento
enzimdtico de la fraccién 8-22 desaparecieron simultaneamente los
picos con tr=0.78 y 1.10 minutos aumentando el drea del pico
correspondiente a homoserina (tr=8.31). De estos resultados se
deduce que ambos picos se corresponden a un solo aminodcido,

homoserina-fosfato, que es transformado por la fosfatasa alcalina en
homoserina.

Cuantificacién de homoserina-fosfato y homoserina

La cantidad de homoserina de la fraccién 8-22, que resulté ser
de 363 nmoles/ml, se calculé realizando una curva patrén con DL-
homoserina; la de homoserina-fosfato, que resulté ser del497
nmoles/ml, se calculé utilizando el pico correspondiente a
homoserina después del tratamiento con fosfatasa-alcalina previa
sustraciéon del é4rea del pico de homoserina antes del tratamiento.
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Figura 15. Andlisis por HPLC de la Fracci6én 8-22 antes (a) y
después (b) de ser tratada con fosfatasa alcalina.



para posteriores medidas de homoserina-fosfato y homoserina se
utilizé la fraccién8-22 como patrén.

La cantidad total de homoserina-fosfato obtenida en todo el
proceso se calculé midiendo por HPLC el contenido en aminoicidos
de las siguientes fracciones:

- fraccién 3-25: obtenida mezclando las fracciones 3 a 25.
- fraccién 32-36: obtenida mezclando las fracciones 32 a 36.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XII.

Tabla XII. Cuantifiacién de homoserina-fosfato y homoserina

umoles de aminodcido

Fraccion Homoserina-P__ Homoserina

3-25 888.32 196.48

32-36 0.76 0.06
2. Ensavo de la actividad treoning-sintetasa

Las fraccién 3-25 descrita en el apartado anterior se utilizé
para poner a punto un método de medida de la actividad treonina
sintetasa. El método, descrito en el apartado 4.2.3. de Métodos, se
basa en cuantificar por HPLC la desaparicién con el tiempo de los
picos correspondientes a homoserina-fosfato y el aumento del pico
correspondiente a treonina (tr=9.04 minutos).

La solucién concentrada de homoserina-fosfato se prepard
tomando 10 ml de la fraccién 3-25, evaporando el solvente y
resuspendiendo el residuo seco resultante en 5 ml de agua
destilada. Esta solucién contenia homoserina-fosfato y homoserina a
una concentracién de 22.59 y 5.28 mM respectivamente, lo que
implica que en el proceso no se pierde homoserina-fosfato.



La actividad treonina sintetasa se ensay6 en mezclas de
reaccién preparadas segin se describe en el apartado 4.2.3. de
Métodos, utilizando extractos crudos de una cepa Thrt (X2180-1A)
y otra Thr- (F4), portadora de una mutacién en el gen THR4 que
determina para dicha enzima. Como control se midié también la
variacién con el tiempo de la cantidad de homoserina-fosfato y
treonina en una mezcla de reaccién carente de extracto. Para
preparar las mezclas de reaccién se utilizaron volimenes iguales de
los extractos de cada una de las cepas, los cuales contenian
cantidades equivalentes de proteinas (24.4 y 30.0 mg/ml para las
cepas X2180-1A y F4 respectivamente).

Segin se muestra en la Figura 16a, en la mezcla de reaccién
preparada con el extracto de la cepa Thr4*, la homoserina-fosfato
habia desaparecido por completo al cabo de 60 minutos. La
desaparicién fue equimolar con la aparicién de treonina a lo largo
del tiempo. Por el contrario, durante este tiempo, no se observé
aparicién de treonina ni disminucién significativa de la
concentracién de homoserina-fosfato en la mezcla de reaccién
preparada con el extracto de la cepa Thr4- (Figura 16b). No se
produjo variacién alguna de la concentracién de aminodcidos en la
mezcla de reaccidon preparada en ausencia de extracto (Figura 16c¢).

De estos resultados se concluye que el método utilizado es
especifico para la medida de la actividad treonina sintetasa,
actividad que, hasta el momento, no habia sido medida en levaduras
y que, efectivamente, estd determinada por el gen THR4.
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Figura 16. Conversién de homoserina-fosfato (HS-P) en treonina
(THR) por la treonina sintetasa en: (a) extracto de la cepa X2180-

1A, (Thrt); (b) extracto de la cepa F4, (Thrd-); y (¢) en
ausencia de extracto.



OBTENCION DE MUTANTES SUPERPRODUCTORES DE
TREONINA

Segiin se mencioné en la Introduccién, el aislamiento y estudio
de mutantes superproductores de un aminodcido resulta muy
instructivo para establecer cuales son los puntos de control de la
ruta biosintética correspondiente. En esta Tesis se han utilizado dos
estrategias diferentes para obtener mutantes de Sacch. cerevisiae
desregulados en la sintesis de treonina:

- Reversién de cepas thrl y bisqueda, entre los revertientes,
de superproductores de treonina.

- Aislamiento de mutantes resistentes a hidroxinorvalina, un
andlogo téxico de la treonina.

1. version d thrl

Como se ha demostrado anteriormente la treonina inhibe la
actividad homoserina quinasa, producto del gen THRI. Segin lo
descrito en la Introduccién para la bilsqueda de mutantes
desregulados, se podria esperar que alguno de los revertientes de
una mutacién thrl, tuvieran una homoserina quinasa insensible a
retroinhibicién por treonina.

Debido a la especificidad de la alteracién en la homoserina
quinasa buscada, se consider6 adecuado obtener los revertientes
Thr* a partir de diferentes alelos thrl. Para ello, se obtuvo, en
primer lugar, una coleccién de cepas portadoras de mutaciones en
dicho gen.

Las mutaciones de fin de mensaje no eran deseables pues,
dada la alta frecuencia de aparicion de ARN; supresores, la mayor
parte de los revertientes lo serfan por supresién intergénica y no
por mutacién en el propio THRI. Por este motivo se considerd
adecuado obtener las cepas thrl en una portadora de auxotrofias
debidas a mutaciones de fin de mensaje de los tres tipos: dmbar,
ocre y Opalo. En esta cepa los alelos suprimibles del gen thrl
correvertirian a prototrofia junto con alguno de los otros



marcadores. Con este objetivo se construyé la cepa XCR13-5A
(MATa trpl-1g lysl-1, urady leu2y).

Presumiblemente una homoserina quinasa con la alteracién
buscada tendria modificada la estructura terciaria respecto de la
enzima silvestre. Este tipo de alteracién es frecuente en las
proteinas termosensibles. Para tratar de obtener mutaciones
termosensibles en el gen THRI, la seleccién de las cepas Thr- se
realizé a 370C, la de revertientes Thrlt+ a 220C.

1.1. Obtencién de mutantes auxétrofos para la treonina

Por mutagénesis con nitrosoguanidina, descrita en Métodos, de
la cepa XCR13-5A, se aislaron 11 mutantes Thr-. Por los motivos
anteriormente expuestos la seleccién de los mismos se realizé a
370C para tratar de obtener también auxotrofias termosensibles. En
la Tabla XIII se describen los resultados de cada una de las 3
mutagénesis realizadas.

Tabla XIII. Obtencién de cepas Thr- por mutagénesis con
nitrosoguanidina de la cepa XCR13-5A.

Tiempo (min) Frecuencia N¢ de
Mutagénesis tratamiento Superv. auxdtrofos mutantes Thr-

I 10 48% 9 x 10-3 1
11 12 3% 5x 10-4 1
111 12 5% 4 x 10-4 9

La deteccién de auxdétrofos Thr- entre los supervivientes al
tratamiento con nitrosoguanidina se realizé probando el crecimiento
de los mismos en cajas de medio minimo que contenian todos los



requerimientos de XCR13-5A pero sin treonina. La mutacién thr de
las cepas seleccionadas debia encontrarse en los genes THRI1 6

THR4 puesto que mutantes en el resto de los genes de la ruta
requieren simultaneamente treonina y metionina.

1.2. Determinaciéon del genotipo (thrl ¢ thrd4) de los
auxotrofos para la treonina

Se realiz6 cruzando los mutantes obtenidos por las cepas F15
(thrl) y S2068-B (thr4). La persistencia en el diploide del fenotipo
Thr- era indicativo de la pertenencia de ambos parentales al mismo
grupo de complementacién. Asi, se pudo identificar que 8 de los
mutantes eran thrl y 3 eran thr4.

Para detectar la posible existencia de auxotrofias
termosensibles entre las obtenidas se analizé, a 220C y 370C, el
crecimiento de todas las cepas Thr- en medio sin treonina; las
capaces de crecer a 220C pero no a 370C se clasificaron como thr-ts.
Las cepas obtenidas se denominaron:

- CJ1 a CJ7: thrl
- CI8: thrl-ts
- CJ9 a CJl11: thrd

1.3. Identificaciéon de mutaciones de fin de mensaje en los
alelos thrl y thr4

A partir de las cepas CJ1 a CJ11 se obtuvieron, por
mutagénesis con luz ultavioleta, segin se describe en Métodos,
revertientes protdtrofos para: triptéfano (dmbar), uracilo (ocre) y
leucina (6palo). Para comprobar la posible correversién de cada
marcador con el marcador thr, se probé el crecimiento de los
revertientes obtenidos en medios que contenfan los requerimientos
necesarios, pero carentes de treonina. Como control interno también
se probd la correversién con el marcador ura. En la Tabla XIV se
muestran los resultados obtenidos. De ellos se deduce que la
correversiéon con el marcador thr se dio tdnicamente en 10 de los 15
revertientes Lys* obtenidos a partir de la cepa CJ11. Siendo el



Tabla XIV. Identificacién de mutaciones de fin de mensaje en los
alelos thrl de las cepas CJ1 a CJ18 y thr4 de las cepas CJ9 a CJ11.

N? de revertientes

Cepa Trp* Leut Lyst Correvertientes
I 37 42 42 Lys+ Ura*
a2 2 1 4 1 Leut Urat

3 Lyst* Ura*
CJ3 2 3 6 -

Cl4 24 14 O -

CJ5 3 40 16 -
CJ6 3 1 14 -
a7 4 2 0 -
CI8 4 27 15 -
CJS 0 4 0 -

CJ10 0 1 0 -

CJ11 3 9 15 10 Lyst Thrt




marcador lysI-1 de tipo ocre, podria concluirse que el marcadgr

thr4 presente en esta cepa seria del mismo tipo. Ninguno de los

revertientes protétrofos obtenidos a partir de los mutantes thrl
eran, ademds, protétrofos para la treonina. En congruencia con los
resultados obtenidos, para la obtencién de revertientes protétrofos
Thrt y bdsqueda de excretores de treonina entre los mismos se

utilizaron las cepas CJ1 a CJ8 que parecen contener mutaciones thrl
no suprimibles.

1.4. Obtencién de revertientes Thrt a partir de las cepas
CJ1 a CJ8

A partir de las cepas CJ1 a CJ8 se obtuvieron revertientes Thrt
tanto espontdneos, cémo inducidos con luz ultravioleta. EI
tratamiento realizado fue de 30 segundos. Por los motivos
anteriormente expuestos, las auxotrofias termosensibles eran
deseables; para tratar de obtenerlas la seleccién se realizé a 22°C.

En la Tabla XV se resumen los resultados obtenidos. En total se
obtuvieron 2824 revertientes.

1.5. Caracterizacion de los revertientes Thrt

Con el objetivo de detectar alelos termosensibles del gen THRI
se analiz6 a 379C, el crecimiento de 911 revertientes Thrt de los
2538 obtenidos en medios con y sin treonina. Las cepas incapaces
de crecer en medio sin treonina (20 cepas) se clasificaron como
termosensibles. De ellas 14 crecian en medio con treonina, por tanto,
debian el fenotipo termosensible a wun marcador ¢thr
(presumiblemente thrl-ts). Las 6 cepas restantes eran incapaces de
crecer a 370C tanto en medio suplementado como sin suplementar
con treonina, por tanto, no debian el fenotipo termosensible al
marcador thrl. En la Tabla XV se detalla el nimero de mutantes
termosensibles de cada uno de los tipos que se encontraron entre
los revertientes procedentes de cada una de las cepas analizadas.

Todos los revertientes obtenidos se sometieron a la prueba de
alimentacién cruzada, descrita en el apartado 5.2.1. de Métodos,
para detectar entre ellos los posibles excretores de treonina. Dado



Tabla XV. Obtencién de revertientes Thrt* a partir de cepas thr! mediante irradiacién con luz ultravioleta.
n.d., no determinado; no-thrl, cepas cuyo fenotipo termosensible no se debe al marcador thrl. Los datos
de supervivencia y frecuencia de revertientes son la media de los resultados obtenidos en el nimero de

experimentos indicado en cada caso.

Tratamiento Superv. Frecuencia_de Reversién

N2 revertientes

Termosensibles(IN?)

Cepa t N¢ (%) Esponténea Inducida __ Espont. Inducid. Total Analizados thrl-ts no-thrl
CJ1 30", 3 8.2 9.0 x 10-9 1.6 x 10-6 23 1616 1639 43 0 0
C12 30" 2 n.d. n.d. n.d. 3 80 83 83 10 1
CI3 30" 3 15.0 <10-8 2.8 x 10-8 0 45 45 14 0 0
CJ4 30" 1 0.5 42 x 10-7 3.2 x 10-3 115 38 153 153 3 0
CJ5 30" 2 12 7.0 x 10-10 10-8 1 88 89 89 0 0
CJ6 30" 5 10.7 10-9 1.3 x 10-6 3 82 85 85 0 1
cJ7 30" 2 8.1 12x 108 552 x 106 10 434 444 444 1 4
CI18 30" 1 n.d. n.d. n.d. 81 205 286 0 n.d. n.d.




que, como se verd en el préximo apartado algunas cepas
superproductoras de treonina son resistentes a hidroxinorvalina, se
probé también la capacidad de los revertientes de crecer en medio
que contenia este andlogo de treonina. Ninguna de las cepas resultd
ser excretora de treonina ni resistente a hidroxinorvalina. En
consecuencia, se decidié6 abandonar esta estrategia y buscar

mutantes desregulados sélo por la via de la resistencia a
hidroxinorvalina.

2. Resistencia a hidroxinorvalina

La hidroxinorvalina (ahv), ha sido utilizado en bacterias para
el aislamiento de mutantes superproductores de treonina
(Nakaromi, 1986). Hasta el momento, este andlogo no habia sido
utilizado en levaduras. Por ello, en primer lugar, se realizaron

experimentos para determinar su efecto tdéxico sobre Sacch.
cerevisiae.

2.1. Efecto de la hidroxinorvalina
2.1.1 Sobre el crecimiento

Por ser un andlogo de la treonina, la hidroxinorvalina podria
entrar en las células de levaduras por las mismas permeasas, e€s
decir, mayoritariamente a través de la permeasa general de
aminodcidos (GAP) y minotitariamente por alguna de las permeasas
especificas (Martin-Renddén et al., en preparacién). El amonio regula
negativamente tanto la actividad, cémo la sintesis de la GAP
(Grenson et al., 1970). Para asegurar sintesis y actividad de la
permesa general de aminoédcidos, los medios con hidroxinorvalina se
preparon utilizando prolina (medio SDP), en lugar de sulfato
amoénico como fuente de nitrégeno.



Concentracion minima inhibitoria

En medio sélido

Se sembré un césped de la cepa X2180-1A sobre cajas que
contenfan medio SDP con hidroxinorvalina a concentraciones de O,
0.15, 0.2, 03, 1 y 2.5 mM. Tras 5 dias de incubacién a 309C se
observéd que el crecimiento del césped en todas las cajas que
contenfan hidroxinorvalina fue inferior al observado en las cajas
control sin el téxico. La ausencia de crecimiento era mds patente en
las cajas que contenfan hidroxinorvalina a una concentracién de 2.5
mM por lo que, en adelante se usé esta concentracidn.

Para establecer las condiciones O6ptimas a las cuales la
hidroxinorvalina inhibe el crecimiento en medio sélido, se
sembraron células de la cepa X2180-1A sobre cajas con 2.5 mM de
hidroxinorvalina y se variaron los siguientes pardmetros:

- densidad de siembra: entre 101 y 107 células por caja.

- fuente de nitrégeno: sulfato aménico (medio SD) 6 prolina
(medio SDP).

El efecté inhibidor del téxico resulté ser mds patente cuando la
densidad de siembra era alta (106-107 células/caja). Las colonias o
céspedes crecieron de forma similar en medio SD con o sin
hidroxinorvalina. Por tanto, a la concentracién probada, la
hidroxinorvalina no ejerce efecto aparente sobre el crecimiento de
la cepa X2180-1A en presencia de amonio. 4

Para la posterior busqueda de mutantes resistentes a
hidroxinorvalina se decidi6 sembrar entre 100 y107 células sobre
cajas de medio minimo con prolina como fuente de nitrégeno

conteniendo hidroxinorvalina a una concentracién minima de 2.5
mM.

En medio liquido

Se calculé el tiempo de generacién de la cepa X2180-1A
creciendo a 300C en medio SDP con hidroxinorvalina a



concentraciones comprendidas entre 0 y 5 mM. Los resultados,
representados en la Figura 17, indican que la hidroxinorvalina no
inhibe totalmente el crecimiento de Sacch. cerevisiae a las
concentraciones probadas. Hasta una concentracién de 1 mM, el
tiempo de generacién aumentaba con la concentracién; a partir de
esa concentracién los tiempos de generacién medidos fueron
similares y aproximadamente 3 veces superior al calculado en
ausencia del téxico. La concentracién minima que produce Ila
mdéxima inhibicién del crecimiento observada en medio liquido es,
por tanto, 1 mM.

Efecto en presencia de aminodcidos

Como ya se comenté en la Introduccién, la hidroxinorvalina
parece actuar en bacterias sustituyendo a la treonina en procesos de
retroinhibicién, lo que da lugar a una disminucién de la tasa de
crecimiento celular. La adicién al medio de cultivo de aminodcidos
relacionados con la ruta de biosintesis de la treonina (treonina,
metionina e isoleucina) revierte este efecto.

Para comprobar si tambien en Sacch. cerevisiae se produce
esta reversién, se cultivaron células de la cepa X2180-1A en medio
SDP, sélido y liquido, con hidroxinorvalina a la concentracién
minima inhibitoria para cada tipo de medio, y diferentes
combinaciones de aminodcidos. Se probaron aminodcidos
relacionados con la ruta de biosintesis de la treonina en levaduras
(treonina, metionina, isoleucina y valina) y no relacionados
(citrulina y asparagina).

Las células cultivadas en medio sélido se incubaron a 30°0C
durante 3 dias, tras los cuales, se observé el crecimiento del césped
sembrado. En medio liquido, el crecimiento se determiné calculando
el tiempo de generacién y la tasa de crecimiento segin se indica el
apartado 1.2. de Métodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla XVI. De ellos
se desprende que sélo la adicién de treonina, metionina, isoleucina
y valina , o bien, asparagina es capaz de contrarrestar la inhibicion
ejercida por la hidroxinorvalina, a pesar de que esta  dltima no esté
relacionada con la ruta de biosintesis de la treonina. Segilin se



Tabla XVI. Efecto de la hidroxinorvalina sobre el crecimiento de la
cepa X2180-1A en presencia de distintos aminodcidos . T: tiempo de

generacién (horas), % [L: tasa de crecimiento respecto de la obtenida
en el medio sin adiciones, n.d.: no determinado.

—Medio liquido Medio sdélido

Amino4cido(1)

afiadido T (horas) % W Crecimiento
- 5.99 100 +
ahv 21.49 30 -
ahv+thr 10.64 56 +
ahv+met n.d. n.d. -
ahv+ile n.d. n.d. -
ahv+hom 7.89 76 n.d.
ahv+cit 13.01 46 n.d.
ahv+asn - 4.96 121 n.d.
ahv+thr+met 8.10 74 +
ahv+thr+ile n.d. n.d. +
ahv+thr+hom 8.73 68 n.d.
ahv+met+ile nd. n.d. -
ahv+thr+met+ile 6.57 91 +
ahv+thr+met+ile+val 5.51 109 n.d.

(1) En los medios liguidos la  concentracién final de cada aminodcido
fue de 1 mM excepto la de homoserina que se a#iadié en forma DL- a
concentracién 2 mM. En los medios sdélidos la hidroxinorvalina se adiadié a
concentracién 2.5 mM; el resto de los aminodcidos, a la concentracion usada
cuando los mismos se afaden como requerimientos (Tabla IV de Materiales).
thr, treonina;, met, metionina; ile, isoleucina; Cit, citrulina; asn,
asparagina; hom, homoserina; ahv, hidroxinorvalina.



discutirdA mds tarde, otros fendmenos tales como la liberacién de
amonio fruto del catabolismo del aminoicido 6 la competencia del
mismo con el téxico por su entrada en la célula podrian estar
implicados en este efecto.

2.1.2. En_ausencia_de crecimiento

Se recogieron por centrifugacion las células de un cultivo
exponencial (D.0O.g60nm=0.54) en medio SDP de la cepa X2180-1A vy,
tras lavarlas 2 veces con agua desionizada esteril, se resuspendieron
en el mismo volumen de medio carente de fuente de nitrégeno
(SDN-). El nuevo cultivo se dividi6 en dos partes iguales, a una de
las cuales se aiiadié6 hidroxinorvalina a una concentracién final de 1
mM. Las células se incubaron durante 87 horas a 300C con agitacién.
A diferentes tiempos se determiné el nimero de células viables en
cada una de ellas. La Tabla XVII muestra los resultados obtenidos.

Tabla XVII. Efecto de la hidroxinorvalina sobre la viabilidad
celular en ausencia de crecimiento. t: tiempo (horas).

Viables . ml-1 . 107

Medio t=0 h t=16 h t=81 h
SDN- 3.2 3.4 1.1
SDN-+ahv 3.0 3.5 1.0

La Tabla muestra que la viabilidad de las células en ambas
suspensiones fue similar incluso a tiempos de incubacién muy
largos. Se concluye que, en ausencia de crecimiento, la
hidroxinorvalina no ejerce efecto alguno sobre la viabilidad celular.



2.2. Aislamiento de mutantes resistentes a
hidroxinorvalina

Una vez determinadas las condiciones a las cuales la
hidroxinorvalina inhibe el crecimiento de Sacch. cerevisiae, se
procedié al aislamiento de cepas resistentes a este andlogo (AhvR).
Para ello, células de la cepa XCR13-5A procedentes de un cultivo
estacionario en YPD se sembraron bien directamente, o tras
tratamiento mutagénico con nitrosoguanidina, sobre cajas de medio
SDP con los requerimientos de la cepa e hidroxinorvalina (10 mM).
Tras incubar las cajas a 379C durante 5 dias, se contaron las colonias
resistentes aparecidas.

En la Tabla XVIII se detallan las frecuencias de resistencia
espontdnea e inducida, asi como el nimero de mutantes resistentes
obtenidos.

Tabla XVIII. Aislamiento de mutantes resistentes a
hidroxinorvalina a partir de la cepa XCR13-5A.

Frecuencia Colonias resistentes
Resistentes
espontdneos 1.5 x 10-6 22
Resistentes
inducidos 5.0 x 10-5 128

2.3. Seleccion de excretores de treonina

Todos los mutantes AhvR obtenidos, se sometieron a la prueba
de alimentacién cruzada de una cepa Thr-, segin se describe en el
apartado 5.2.1. de Métodos realizada a 300C. De entre las 128
resistentes obtenidas por mutagénesis con nitrosoguanidina 60



resultaron ser excretoras de treonina. Ninguna de las cepas
resistentes espontidneas excretaba treonina. Para andlisis

posteriores se continué con las 60 cepas AhvR y excretoras de
treonina (ThrE).

2.3.1. Andlisis de dominancia/recesividad

Con el fin de tratar de clasificar a las cepas seleccionadas en
grupos diferentes, se analizé la relacién de dominancia/recesividad
de los alelos que confieren los fenotipos AhvR y ThrE respecto de los
silvestres. Para ello se seleccionaron por complementacién, diploides
procedentes del cruzamiento de cada una de las cepas por la MMY1
y se analiz6 su resistencia a hidroxinorvalina 10 mM y la excrecién
de treonina. Ambos fenotipos se determinaron tras 4 dias de
incubacién a 3009C en los medios apropiados.

De los 60 diploides, todos resultaron ser AhvR, 19 eran
tambien ThrE y 41 no excretores (ThrNE). Para andlisis posteriores
se seleccionaron las siguientes cepas:

- 5 cepas que se denominaron AHV-1 a AHV-5, cuyos
diploides, procendentes del cruzamiento por la MMY]1, excretaban
treonina en las condiciones anteriormente citadas.

- 6 cepas que se denominaron AHV-6 a AHV-11, cuyos

diploides, procendentes del cruzamiento por la MMYI1, no
excretaban treonina.

Dado que, como se comenta en el apartado 5.2.1. de Métodos,
el tiempo de aparicién del halo de excrecién depende de la
temperatura de incubacién, se tratd de clasificar en subgrupos a las
11 cepas seleccionadas determindndoles a todas ellas y a los
diploides, obtenidos como se describié anteriormente, la resistencia
a 10 mM de hidroxinorvalina y el tiempo al cual aparecia el halo de
excreci6on. Ambas determinaciones se realizaron a 220C y 370C.
Como control se utilizaron las cepas XCR13-5A, parental de todas las

demas, y el diploide obtenido del cruzamiento de la misma la
MMY1.



Todas las cepas analizadas, haploides y diploides, con
excepcién de la XCR13-5A y su diploide, resultaron ser resistentes a
hidroxinorvalina tanto a 220C como a 379C. Se concluye, por tanto,
que la resistencia a hidroxinorvalina de las cepas AHV-1 a AHV-11
es un caracter dominante en heterocigosis independientemente de
la temperatura de incubacién. |

La Tabla XIX muestra los resultados de la incubacién a 37°C,
todas las cepas, excepto la XCR13-5A y su diploide, mostraron halo
de excrecién tras 110 horas de incubacién, lo que implica que el
fenotipo excretor en las 11 cepas analizadas es dominante en
heterocigosis a esta temperatura.

A 220C todas las cepas haploides, excepto la XCR13-5A,
excretaban treonina. Las cepas se clasificaron en grupos diferentes,
numerados del I al IV, segin el tiempo al cual aparecia el halo de
excrecion alrededor de los diploides respectivos.

Para andlisis posteriores se seleccionaron de cada grupo las
cepas que se especifican a continuacién:

- Grupo I: AHV-1

- Grupo II: AHV-2, AHV-3 y AHV-4

- Grupo III: AHV-5

- Grupo IV: AHV-6. ' v

2.4. Caracterizacién bioquimica de las cepas AhvR ThrE

En Sacch. cerevisiae, la excrecién de un aminodcido indica
generalmente superproduccién del mismo como consecuencia de
una desregulacién en la ruta de biosintesis del mismo.

De los resultados obtenidos en esta Tesis sobre la
caracterizaciéon de actividades enzimdticas suceptibles a
retroinhibicién por treonina, se concluyé que la aspartato quinasa es
regulada por treonina mds fuertemente que la homoserina quinasa.

Una alteracién en la aspartato quinasa que permitiese la
actividad enzimdtica pero impidiese la retroinhibicién por treonina
podria explicar simultaneamente los fenotipos de resistencia a
hidroxinorvalina y excreci6én de treonina. Para comprobar esta
hipétesis se determiné en cinco de las cepas seleccionadas



Tabla XIX. Excrecién de treonina por las cepas AHV-1 a AHV-11
y los respectivos diploides obtenidos del cruzamiento de las
mismas por MMY1 incubados a distintas temperaturas y tiempos.
(+), aparicién del halo de excrecién; (-), no aparicién del halo de
excrecién; XCR13-5A, cepa parental control.

370C 220C

Cepa 110h_110h_168h 212h 268h  Grupo
AHV-1 + + + + I

" /MMY1 + - + +
AHV-2 + + + +

" /MMY1 + - - +
AHV-3 + + + + 11

" /MMY1 + - - +
AHV-4 + - + +

" /MMY1 + - - +
AHV-5 + + + + IT1

" /MMY1 + - - +
AHV-6 a AHV-11 + + + + 1V

" /MMY1 + - - -
XCR13-5A - - - - Control

" /MMY1




anteriormente (AHV-1, AHV-2, AHV-3, AHV-5 y AHV-6) el efecto
de la treonina e hidroxinorvalina sobre sus actividades aspartato
quinasa, asi como las cantidades de treonina y otros aminodcidos
acumuladas intracelularmente y excretadas al medio de cultivo.

2.4.1. Efecto de la treonina v la hidroxinorvalina sobre la actividad
aspartato quinasa

Tras purificar parcialmente la aspartato quinasa de cada una
de las cepas como se describe en el apartado 4.1.1. de Métodos, se
determiné in vitro el efecto de la L-treonina y la hidroxinorvalina
sobre cada una de ellas. Como control se utilizé la cepa parental
XCR13-5A.

De los resultados, mostrados en la Tabla XX, se concluye que,
efectivamente, la aspartato quinasa de los mutantes es parcial o
totalmente insensible a la inhibicién por treonina e

hidroxinorvalina, al contrario de lo que ocurre a la enzima silvestre
(cepa XCR13-5A).

2.4.2. Cuantificacién de treonina_y_ otros aminodcidos en__el interior
celular v en_ el medio de cultivo

Mediante HPLC y como se indica en Métodos, se cuantificaron
la treonina, metionina e isoleucina (aminodcidos relacionados con la
ruta biosintética de la treonina) acumuladas intracelularmente, asi
como la treonina excretada por cepas AhvR ThrE. Como control se
utilizé la cepa parental XCR13-5A.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18. De ellos
se deduce que los mutantes acumulan de 15 a 30 veces mds
treonina en el interior y 3 veces mds en el exterior que la cepa
silvestre. Los mutantes superproducen también isoleucina si bien en
menor grado. Las cepas que acumulan una mayor cantidad de
treonina producen tambien una mayor cantidad de isoleucina.
Sorprendentemente, la cantidad de metionina producida por los
mutantes no es significativamente distinta a la del silvestre.



Tabla XX. Efecto de la L-treonina (L-thr) y la hidroxinorvalina
(ahv) sobre la actividad aspartato quinasa de cepas AhvR y ThrE.
Para calcular la inhibicién se consider6 100% de actividad a la
medida en ausencia de aminodcidos. Cada medida de actividad se
realizé6 por duplicado y se calculé la media entre los valores
obtenidos.

Inhibicién (%)

Actividad especifica L-thr ahv

Grupo  Cepa (mU . mg proteina-l) 20mM 50mM
Control XCR13-5A 188 90 91
I AHV-1 38 0 0
II AHV-2 45 0 0
AHV-3 135 ) 0 32
IT1 AHV-5 37 0 0

Iv AHV-6 44 50 21
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Figura 18. Concentracién de aminodcidos intra y extracelular en las cepas resistentes a hidroxinorvalina
excretoras de treonina. thr: treonina, ile: isoleucina, met: metionina.



2.5. Caracterizacién genética de las cepas AhvR ThrE

Segin se describié anteriormente, mutaciones que confieren
resistencia a hidroxinorvalina son dominantes respecto del alelo
silvestre a todas la temperaturas probadas (22, 30 y 37°C); por el
contrario, la excrecién de treonina lo es unicamente a 37°C.

Para realizar una caracterizacién genética mds exhaustiva de
los mutantes, se llevaron a cabo cruzamientos con los que se
pretendia:

1. Determinar el nimero de genes que intervienen en la
superproduccién.

2. Estudiar el ligamiento del/los alelo/s que determinan la
superproduccién de treonina con los loci THRI u HOMS3.

Al realizar el andlisis de los productos de estos cruzamientos
se observé que el grado de resistencia a hidroxinorvalina de las
esporas derivadas de un mismo cruzamiento era muy variable. Esta
variabilidad dificultaba de tal forma el andlisis genético que hacia
que los resultados fueran errdticos. La excrecién de treonina, sin
embargo, segregaba de forma muy constante y fiable, siempre que
se probase a 370C. Como se mostré anteriormente, el efecto de la
hidroxinorvalina puede ser contrarrestado por la presencia de otros
aminodcidos. Dado que la resistencia a hidroxinorvalina debia
probarse en cajas que contenian otros aminodcidos, parecia légico
que se produjesen estas interferencias. Consecuentemente con estos
resultados se decidié:

1. Tomar en estos cruzamientos la excrecién de treonina
(caracter ThrE) como indicativo de superproduccién.

2. Construir cepas AhvR ThrE y hom3 con un nimero bajo de
auxotrofias con el fin de comprobar el ligamiento entre la

resistencia a hidroxinorvalina y la superproduccién.

En la Figura 19 se resumen los cruzamientos realizados.
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2.5.1. Segregacién de la superproduccién de treonina respecto del
gen THRI]

Con el fin de determinar si la superproduccién de treonina y
resistencia a hidroxinorvalina dependen del mismo alelo se analizé
la meiosis de los diploides obtenidos del cruzamiento de las cepas
AHV-4 y AHV-5 por la F15: MATa arg4 thrl, (cruzamiento 2).
Adicionalmente este cruzamiento serviria para confirmar los
resultados bioquimicos en el sentido de que si unicamente la
actividad aspartato quinasa es la afectada en los mutantes AhvR
ThrE, no esperariamos ligamiento entre los marcadores Thrl y ThrE.

Como era de esperar, el marcador thrl segregé 2 Thr+ : 2 Thr-.
El fenotipo excretor de treonina no podia analizarse en las cepas
Thr- mediante la prueba de alimentacién cruzada utilizada en este
Tesis puesto que la adicién de treonina al medio de cultivo
provocaria el crecimiento del césped auxétrofo. Por este motivo, y
puesto que el fenotipo excretor es dominante a 379C, dicho caracter
se analiz6 a esta temperatura en los diploides obtenidos del
cruzamiento entre cada uno de los productos meiéticos, que se
denominaron ZAHV-1 a ZAHV-128, y las cepas MMY1 (MAT«
ura3A52 CyhR) o MMY2 (MATa ura3A52 CyhR) (cruzamiento 3).

La Tabla XXI muestra el resultado del andlisis de ligamiento
Thr1-ThrE y Thrl-Argd es este cruzamiento. Se analizaron 14 y 18
tétradas procedentes de la esporulacién de los diploides AHV-4/F15
y AHV-5/F15 respectivamente. En todas ellas la excrecién de
treonina segregaba 2 ThrE : 2 ThiNE lo que indica que, en ambas
cepas, la superproduccién de treonina depende de un solo gen.

La mayoria de las tétradas procedentes de uno u otro diploide
fueron tetratipos para los marcadores Thrl-ThrE, por tanto, en
ambas cepas la segregacién de la superproduccién de treonina es
independiente del gen THRI. De los cruzamientos AHV-4 x F15 y
AHV-5 x F15 se extrajo como control la distacia media entre los
genes THRI y ARG4 (8.1 cM) la cual coincide aproximadamente con
la desrita por Mortimer y Schild (1980), 13.4 ¢M.



Tabla XXI. Segregacién de los marcadores Thrl, ThrE y Arg4 en los
cruzamientos AHV-4 x F15 y AHV-5 x F15. d: distancia (cM).

Fenotipo mds N® de téradas Ligamiento
Cruzamiento relevante Marcadores DP DR T d
AHV-4 Thrit+ Argdt Thrl-ThrE 1 2 11 NO

AhvR ThrE

X
F15 Thrl- Arg4- Thrl-Argd 11 O 3 SI
10.7
AHV-5 Thr1+ Argdt Thrl-ThetE 3 1 14 NO

AhvR ThrE

X
F15 Thrl- Argd- Thrl-Argd 16 0 2 SI
5.5

2.5.2. Segregacién __de la superproduccién de _treonina__ respect

gen HOM3

La caracterizacién bioquimica de cepas resistentes a
hidroxinorvalina y excretoras de treonina habia revelado que en
todas ellas la aspartato quinasa, determinada por el gen HOM3, es
insensible a inhibicién por L-treonina e hidroxinorvalina, al
contrario de lo que ocurre a la enzima silvestre. Serfa 16gico pensar
que exista ligamiento entre el gen HOM3 y el responsable de la
superproduccién de treonina.

Como se mencioné anteriormente la determinacion del
fenotipo de resistencia a hidroxinorvalina se dificulta por la
presencia de otros aminodcidos en el medio de cultivo. Por este
motivo, antes de realizar el andlisis de ligamiento anteriormente
descrito dada la importancia crucial de los resultados que se



esperaban obtener, se consideré6 adecuado eliminar algunas de las
auxotrofias para los mismos presentes tanto en las cepas AhvR ThrE
como en la cepa hom3 que se disponia (D160-2C: MAT« ilvl ura3

hom3 hisl arg6 trp2 adel metl gal2). Para ello se realizaron los
siguientes pasos:

1. Se aislé por complementacién un diploide procedente del
cruzamiento 4 entre las cepas D160-2C y F4 (MATa thrd). De este
diploide y por micromanipulacién, se seleccioné: un descendiente
meidtico de sexo o y portador de un alelo hom3. A esta cepa se
denominé XCR28-4A (MATo ura3 arg6 hom3 hisl).

2. De los diploides que se obtuvieron del cruzamiento de cada
una de las cepas AHV-1, AHV2, AHV-3, AHV-5 y AHV-6 por la
MMY1 (cruzamiento 1) se seleccioné un descendiente meidtico de
sexo a, AhvR, ThrE y carente de auxotrofias para aminoéicidos. Estas
cepas se denominaron YAHV-1, YAHV-2, YAHV-3, YAHV-5 ¢ YAHV-
6 respectivamente.

Los parentales usados en estos cruzamientos eran todos
auxétrofos para uracilo: la cepa MMY1 es portadora de un alelo ura3
y las cepas AHV1 a AHV-6 uno ura4. De los descendientes meidticos
seleccionados, 3 (YAHV-1, YAHV-5 e YAHV-6) resultaron ser
tambien Ura-. El genotipo de cada una de ellas con respecto a este
caracter se dedujo de la segregacién para el mismo (DP, 0 Ura* : 4
Ura-; DR, 2 Urat : 2 Ura-; T, 1 Urat : 3 Ura-) en las tétradas a la
cuales pertenecian las cepas seleccionadas, asi como del que se diese
o no complementacién para el marcador Ura en un cruzamiento por
la cepa XCR28-4A (ura3) (cruzamiento 5). De esta forma se pudo
establecer el genotipo de cada una de las cepas con respecto a este
marcador que resultd ser:

-YAHV-1: MATa ura4 AhvR ThrE
-YAHV-2: MATa AhvR ThrE
- YAHV-3: MATa AhvR ThrE
- YAHV-5: MATa ura3 AhvR ThrE
- YAHV-6: MATa ura3 AhvR ThrE



El andlisis de ligamiento entre el marcador que determina la
superproduccién de treonina y el gen HOM3 se llevé a cabo
realizando el andlisis meidtico de los diploides procendentes del
cruzamiento de las cepas YAHV-1, YAHV-2 ¢ YAHV-5 con la XCR28-
4A (cruzamiento 5).

Segin se indica en la Tabla XXII, la superproduccién de
treonina segregd 2 esporas excretoras : 2 esporas no excretoras a
partir de los diploides YAHV-1/XCR28-4A e YAHV-2/XCR28-4A. A
partir de la cepa YAHV-5/XCR28-4A, la mayor parte (21) de las
tétradas segregaron tambien 2:2 y 3 tétradas 1 ThrE: 3 ThrNE, Se
concluye que en todas ellas la superproduccién de treonina depende
de un solo gen.

Las esporas excretoras provenientes de cualquiera de los tres
diploides resultaron ser todas Hom3t. Todas las esporas no
excretoras fueron Hom3- salvo 3 descendientes del diploide YAHV-
5 x XCR28-4A. Se concluye que en las tres cepas analizadas la
superproduccion de treonina estd ligada al gen HOM3.

La determinacién de la resistencia a hidroxinorvalina en las
esporas descendientes de estos cruzamientos se vio dificultada por:

1. Unicamente podia determinarse en las esporas protétrofas
para la homoserina puesto que, segin se demostré anteriormente, la
adicién de homoserina al medio con hidroxinorvalina evitaria el
efecto de la misma sobre el crecimiento.

2. El 15% de las esporas Hom3+ fueron incapaces de crecer en

medio SDP suplementado con los requerimientos adecuados y sin
hidroxinorvalina.

3. El crecimiento en medio con hidroxinorvalina de las cepas
Hom3* capaces de crecer en medio SDP fue muy variado. Solamente
algunas esporas eran claramente resistentes, el resto, mostraban
crecimientos intermedios entre el observado en las claramente
resistentes y los controles sensibles. |



Tabla XXII. Andlisis de ligamiento entre el gen HOM3 y el marcador que determina la
excreciéon de treonina.

N2 de tétradas Esporas ThrE ~ Esporas ThrNE
Cepa 2 ThrE:2 ThetNE 1 ThrE:3 ThiNE Hom3+ Hom3- Hom3* Hom3-
YAHV-1/XCR28-4A 18 0 36 0 0 36
YAHV-2/XCR28-4A 29 0 58 0 0 58

YAHV-5/XCR28-4A 21 3 45 0 3 48




Por todo ello no pudo determinarse en todos los casos si la
resistencia a hidroxinorvalina y superproduccién de treonina
dependen del mismo alelo ni la existencia o no de ligamiento entre
la primera y el gen HOM 3.

Como control, se extrajeron de este cruzamiento las distancias
medias entre los genes ARG6-HISI (d= 5.6 cM), ARG6-HOM3 (d= 8.3
cM) e HISI-HOM3 (d=3.3 cM); las cuales coinciden
aproximadamente con las descritas por Mortimer y Schild (1980)
(d=7.8 cM, d=12.0 cM y d=2.5 cM respectivamente). Los genes URA3
y URA4 segregaron independientemente de los anteriores (datos no
mostrados).



DISCUSION



DISCUSION

Uno de los objetivos de esta Tesis consisti6é en poner a punto
métodos de medida de algunas actividades enzimdéticas implicadas
en la ruta biosintética de la treonina en Sach. cerevisiae. Por un
lado interesaban las dos actividades pertenecientes a la ruta
especifica de la treonina, homoserina quinasa y treonina sintetasa,
por ser las menos estudiadas; por otro, la actividad aspartato
quinasa cuya regulacién por treonina era conocida y podia ser de
gran utilidad en la caracterizacién de cepas desreguladas.

Actividad homoserina quinasa

Purificacidn

Las primeras medidas de la actividad homoserina quinasa de
levaduras fueron realizadas por Flavin y Slaughter (1960) en un
extracto de cepas panaderas. El método que utilizaron consiste en la
medida de la formacién de ester fosfato 4cido-estable tras incubar
el extracto a 30°0C con homoserina, ATP e iones Mg*+ como cofactor.
La cantidad de ester fosfato estable a 4cido se obtiene restando a la
cantidad total de fosfato la de fosfato 4cido-labil mdas fosfato
inorgdnico determinadas mediante el método de Fiske y Subbarow
(1925). Para determinar la cantidad de ester fosfato formado a
partir de homoserina es necesario preparar mezclas de reaccién con
y sin este sutrato. Este método resulta muy laborioso para realizar
el nimero de medidas que los estudios cinéticos requieren.

En Sacch. cerevisiae la unica medida de la actividad
homoserina quinasa descrita en la literatura fue realizada por de
Robichon-Szulmajster et al. (1967). El método utilizado consiste en
la determinacién de la cantidad de 32P no eliminable mediante
carbén activo tras incubar un extracto celular con homoserina y
32y-ATP. El protocolo seguido se basaba en resultados obtenidos por
J. C. Patte y nunca publicados.

Por todo lo expuesto resultaba muy conveniente poner a
punto un método sencillo y repetitivo para la medida de la
homoserina quinasa en Sacch. cerevisiae. Para ello nos basamos en



un método descrito por Theéze et al. (1974) y modificado por Burr et
al. (1976) para la medida de esta actividad en E. coli. El método
consiste en la determinacién de la formacién de ADP dependiente
de homoserina mediante acoplamiento del sistema piruvato
quinasa/ l4ctico deshidrogenasa. En primer lugar se determind, en
extractos crudos, la actividad dependiente de homoserina,
resultando esta ser de aproximadamente un 60% de la actividad
total (Tabla VI). Utilizando este método de medida, Théze et al.
(1974) describieron que esta actividad constitufa unl0% en un
extracto crudo de E. coli. La actividad no dependiente de sustrato
medida por nosotros se debe probablemente a liberacién de ADP
llevada a cabo por ATPasas y/u oxidacién del NADH realizada por
NADH oxidasas presentes en el extracto. En levaduras, existen
varias actividades ATPasas localizadas en la membrana plasmadtica
o mitocondrial (Serrano, 1984); las actividades NADH oxidasa se
localizan en la membrana mitocondrial (Duell et al., 1964). A pesar
de ello, ambas deben estar presentes en los extractos crudos.

La actividad dependiente de sustrato no aumenté cuando las
células se cultivaban en presencia de metionina. Este hecho podria
explicarse si la induccién por metionina de la sintesis de la
homoserina quinasa fuera muy pequefia como ocurre con la
aspartato semialdehido deshidrogenasa que sélo aumenta de 1.5 a 2
veces en estas condiciones (de Robichon-Szulmajster et al., 1973).
Esta actividad tampoco disminufa en la fraccién P45 cuando ésta se
obtenia directamente a partir de un extracto crudo ni cuando se
afiadia KCN y FNa a las mezclas de reaccién preparadas con esta
fraccién (Tabla VII). Resultados similares fueron obtenidos por
Flavin (1962), utilizando un extracto crudo de levadura panadera.

Sin embargo, la actividad dependiente de sustrato aumentd
hasta un 90% en la fraccién P45 si previamente se eliminaban del
extracto crudo 4cidos nucleicos y otros componentes celulares,

mediante ultracentrifugacién y precipitacién con sulfato de
protamina (Tabla VIII).

¥
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Caracterizacion

La caracterizaciéon de la actividad homoserina quinasa se
realiz6 en la fraccion P45 obtenida como se describe en el apartado
4.1.1. de Métodos. Esta actividad aumentaba proporcionalmente con
la temperatura entre 2709C y 520C (Figura 6). En este experimento
se calculaba la velocidad inicial de la enzima a cada temperatura
siguiendo la reaccién durante tiempos siempre inferiores a 5
minutos. Probablemente este tiempo es muy pequefio para que la
desnaturalizacién por calor que la enzima podria sufrir se haga
patente. Por otro lado, el tampén utilizado para la purificacion de
esta enzima contiene 1 mM de L-treonina, la cual, podria protegerla
de la desnaturalizacién por calor como ocurre con la de E. coli
(Theéze et al. 1974).

A continuacién se estudié la variacién de la actividad
homoserina quinasa con la concentracién de cada uno de sus
sustratos asi como el efecto de aminodcidos relacionados con la ruta
de la treonina sobre esta actividad. La homoserina quinasa de
levaduras sigue una cinética normal de tipo Michaelis Menten a
concentraciones subsaturantes de cada uno de sus sutratos, L-
homoserina y ATP (Figuras 7 y 8 respectivamente). Por el contrario,
concentraciones de L-homoserina superiores a 0.5 mM producen
una inhibicién parcial de la actividad. La constante de inhibicién de
la homoserina quinasa de Sacch. cerevisiae por la L-homoserina
calculada en este trabajo (2 mM) coincide exactamente con la
descrita por Shames et al. (1984) para la de E. coli. Ensayos
cinéticos realizados con homoserina quinasa de E. coli purificada
hasta homogeneidad parecen indicar que la enzima presenta dos
sitios diferentes de interaccién con la L-homoserina, uno para la
actividad catalitica y otro para la inhibicién. Dado que el contenido
interno de homoserina en E. coli es 10 veces menor a la constante
de inhibicién (Szczesiul y Wampler, 1976) el sitio de inhibicién no
parece tener sentido fisioldgico. Por el contrario, la cantidad de
homoserina acumulada por cepas silvestres de Sacch. cerevisiae
cultivadas en sulfato aménico, aproximadamente 3 *mM (Seibold et
al., 1981), es muy aproximada a la constante de inhibicién de la
homoserina quinasa por la homoserina. A pesar de que la



distribucién de este aminodcido entre los distintos compartimentos
celulares es desconocida no puede descartarse el que en levaduras
esta inhibicién si tenga importancia en la regulacién de la sintesis
de la treonina. .

Hasta el momento los unicos estudios realizados sobre la
actividad homoserina quinasa de levaduras, llevadas a cabo por de
Robichon-Szulmajster et al. (1966), se habian limitado a la
asignacion de la misma al gen THRI, por estar ausente en un
mutante Thrl-. Resultados de este mismo grupo (de Robichon-
Szulmajster,1967) indicaban que esta actividad parecia inhibirse
por treonina. Sin embargo no se especificaban ni la concentracién
de treonina utilizada, ni el grado de inhibicién obtenido. En esta
Tesis se ha comprobado que, en efecto, la treonina inhibe la
actividad homoserina quinasa (Tabla XI y Figura 11). Esta
inhibicién no parece ser muy potente si se considera que la
constante de inhibicién por treonina calculada (14 mM) es
aproximadamente 11 veces mayor al contenido de treonina libre en
el citoplasma de las células de Sacch. cervisiae (Messenguy et al,,
1980) cuando estas han sido cultivadas en sulfato aménico. Al igual
que en E. coli, (Théze et al., 1974) la inhibicién por treonina parece
ser competitiva respecto de la ejercida por la homoserina
(resultados no mostrados) por lo que podria pensarse que ambas
compiten por el mismo sitio en la enzima. A diferencia de lo que
ocurre en E. coli (Burr et al., 1976) andlogos estructurales de la
treonina y homoserina no parecen inhibir la actividad homoserina
quinasa de Sacch. cervisiae (Tabla XI).

Por todo lo expuesto, en condiciones fisiolégicas, la inhibicién
por treonina de la actividad homoserina quinasa no parece ser muy
relevante en la regulacién de la sintesis de la treonina. Como se
discutiri mds adelante esta inhibicién si podria tener impotancia en
cepas con un fondo genético superproductor de treonina.



Actividad aspartato quinasa
Purificacion

Al igual que ocurre en extractos de E. coli (Théze el al. 1974),
la fraccién utilizada para la medida de actividad homoserina
quinasa contiene también actividad aspartato quinasa (Tabla IX).
Ambas actividades pueden, pues, ensayarse mediante el mismo
método y al mismo pH cambiando tdnicamente el sustrato especifico
de cada enzima, homoserina o aspartato respectivamente. La
especificidad de los ensayos puestos a punto se deduce de la
carencia de actividad aspartato quinasa u homoserina quinasa en
cepas hom3 THR1 y HOM3 thrl respectivamente (Tabla X).

Las medidas de actividad aspartato quinasa realizadas hasta
el momento en Sacch. cerevisiae se han basado en la cuantificacién
de la formacién de aspartohidroxamato por extractos crudos
incubados con los sustratos de la enzima (aspartato y ATP), iones
Mg++ como cofactor e hidroxilamina. El aspartohidroxamato se
forma por reaccién entre la hidroxilamina ‘y el aspartil-fosfato
producido por la aspartato quinasa. Este método, descrito por S.
Black y N. H. Wright enl1955 y modificado por Stadman et al.
(1961), no es muy especifico para la actividad aspartato quinasa
cuando ésta se mide en extractos crudos o parcialmente purificados
debido a la formacién de otros dcidos hidroxdmicos distintos al
aspartohidroxamato (Black, 1962). Otros dos métodos han sido
utilizado para medir la aspartato quinasa de procariotas:

- acoplamiento de la reaccion a la aspartato semialdehido
deshidrogenasa, la cual reduce el aspartil-fosfato a P-aspartato-
semialdehido con NADPH (Black, 1962).

- acoplamiento del sistema piruvato quinasa/lactato

deshidrogenasa (Wampler y Westhead, 1968 modificado por Théze
el al. 1974).

En ambos métodos la actividad aspartato quinasa se mide
mediante acoplamiento de una reaccién enzimdtica secundaria. En



esta Tesis se utiliz6 la segunda reaccién que, sobre la primera, tiene
las siguientes ventajas: 1) La piruvato quinasa y lactato
deshidrogenasa son enzimas comerciales y, por tanto, no es
necesario purificarlas previamente y, 2) no estan implicadas en la
ruta de biosintesis de la treonina.

Caracterizacién

Segin los resultados expuestos en la Tabla XI, la aspartato
quinasa de levaduras se inhibe por treonina y no por metionina.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por de Robichon-
Szulmajster y Corrivaux (1963) utilizando el método del
hidroxamato. Sin embargo, no se ha observado la inhibicién por 10
mM de lisina y 10 mM de homoserina descrita por estos autores y
que era del 28% y 40 % respectivamente. Teniendo en cuente que la
desviaciéon tipica de las medidas de actividad aspartato quinasa
realizadas mediante el método del hidroxamato es del 15 %
consideramos que las inhibiciones descritas no son significativas. La
inhibicién por lisina tampoco fue detectada por Stadman et al.
(1961). La inhibicién por homoserina tampoco se ha detectado en
una cepa Thrl-, carente de actividad homoserina quinasa. En la
mezcla de reaccién preparada con un extracto de esta cepa sélo estd
presente la actividad aspartato quinasa y, por tanto, se evita la
interferencia que podria tener la actividad homoserina quinasa en
este ensayo.

La constante de inhibicién de la aspartato quinasa por la L-
treonina calculada en esta Tesis, 4 mM, coincide aproximadamente
con la descrita por de Robichon-Szulmajster et als (1967), 3 mM.
Segun estos autores, la inhibicién por treonina es de tipo alostérico.
La hidroxinorvalina, andlogo estructural de la treonina, tambien
inhibe esta actividad (Figura 11).

Como ya se mencioné en la Introduccién, en levaduras, la
regulacién de la Dbiosintesis de aminodcidos se realiza
principalmente a nivel de actividad enzimitica. A este nivel, la
treonina es la que ejerce el papel principal en la regulacién de su
biosintesis; tres enzimas de esta ruta se inhiben por treonina:
aspartato quinasa, homoserina quinasa y homoserina



deshidrogenasa. La constante de inhibicién por treonina de la
actividad homoserina deshidrogenasa, 30 mM (Karassevitch y de
Robichon-Szulmajster, 1963), es superior a las calculadas en este
Trabajo para las otras dos actividades retroinhibibles por treonina,
por tanto, probablemente esta enzima tiene un papel menos
importante que las otras dos en la regulacién de la sintesis de
treonina. De los resultados obtenidos sobre la caracterizacién de las
actividades homoserina quinasa y aspartato quinasa y de lo
anteriormente expuesto para la actividad homoserina
deshidrogenasa se desprende que la aspartato quinasa es la enzima
clave en el control del flujo metdbolico a través de esta ruta.

Actividad treonina sintetasa

Obtencién y purificacién de homoserina-fosfato

Como ya se mencioné en Resultados, la puesta a punto un
método para la medida de la actividad treonina sintetasa de Sacch.
cerevisiae requeria, en primer lugar, sintetizar in vitro y purificar
homoserina-fosfato, precursor de esta enzima. Distintos autores han
descrito la sintesis de homoserina-fosfato a partir de homoserina y
ATP, utilizando homoserina quinasa de levadura: de panaderia
(Watanabe y Shimura, 1956; Flavin,1962; Schilkraut y Greer, 1973),
B. subtilis (Skarstedt y Greer, 1973; Daniel, 1976) y E. coli (Szczesiul
y Wampler, 1976). En este trabajo se utiliz6 homoserina quinasa
parcialmente purificada procedente de una cepa de Sacch.
cerevisiae que contiene un plidsmido multicopia portador del gen
THRI que determina para esta enzima. Esta cepa tiene la ventaja de
presentar una actividad homoserina quinasa 10 veces superior a la
de una silvestre (Martin-Rendén y Calderén, resultados no
publicados).

La reaccién catalizada por la homoserina quinasa que se
seguia midiendo la cantidad de ADP producida en la mezcla de
reaccién, alcanzé sélo un 23% tras tres horas de incubacién a 300C
(Figura 3). La velocidad inicial de la homoserina quinasa en las
mismas condiciones utilizadas en el ensayo y calculada previamente
al mismo, era de 12 pmoles de ADP x ml-! x min-} (resultados no



mostrados). Dado que la concentracién de L-homoserina en la
mezcla de reaccién era de S50 pmoles/ml, se” esperaba que,
transcurridas las tres horas, la reaccién hubiese finalizado. Este
bajo rendimiento no se puede explicar por la inhibicién que la
homoserina ejerce sobre la actividad homoserina quinasa puesto
que la concentracién de homoserina utilizada tanto en la mezcla de
reaccién como en el ensayo previo eran idénticas. Si se considera
que una preparacion de homoserina quinasa de levadura de
panaderia mantiene el 100% de actividad tras tres horas de
incubaciéon a 300C (resultados no mostrados), la disminucién de la
actividad no parece deberse tampoco a la desnaturalizacién térmica
que la homoserina quinasa podria sufrir durante la incubacién.
Ademds podria ocurrir que, como en E. coli (Théze et al., 1974), la
homoserina protegiera a la enzima de la desnaturalizacién por calor.
La explicacién mdés plausible que resta es que la actividad
homoserina quinasa sea inhibida por alguno de sus productos,
homoserina-fosfato 6 ADP. En el caso de que ¢l ADP fuese el
responsable de la inhibicién este fenémeno podria evitarse
afiadiendo a la mezcla de reaccién un sistema regenerador de ATP
como por e¢j. ¢l de la creatina quinasa.

En la literatura se describen varios métodos para separar la
homoserina-fosfato del resto de los componentes de la mezcla de
reacciéon: precipitacién con bario-etanol (Watanabe y Shimura,
1956), cromatografia de intercambio catiénico seguida de otra de
intercambio aniénico (Skarstedt y Greer, 1973) y una combinacién
de los dos anteriores (Szczesiul y Wampler, 1976). En este trabajo y
con el mismo objetivo se realiz6 una precipitacién con bario-etanol
seguida de una cromatografia de intercambio anidénico (apartado
4.2.1.2. de Métodos). La prueba de la ninhidrina aplicada a las
fracciones procedentes de la cromatografia de intercambio idnico,
revel6 la existencia de aminodcidos tanto en las fracciones
correspondientes a la entrada de muestra en la columna como en
algunas de las obtenidas durante la elucién con férmico 50 mM
(Figura 12). Mediante cromatografia en capa fina y HPLC llevadas a
cabo antes y después de tratar las fracciones con fosfatasa alcalina,
se demostr6 que en los dos grupos de fracciones estaban presentes
dos componentes: uno mayoritario, que resulté ser homoserina-



fosfato, y otro minoritario, que podria ser homoserina no eliminada
totalmente mediante la precipitacién con bario-etanol (Figuras 13,
14 y 15). Probablemente las condiciones utilizadas para Ila
separacién de homoserina-fosfato (pH, fuerza idnica, volimen de
muestra y componentes presentes en la misma) no son las mds
adecuadas. La columna utilizada parece saturarse con la pequefia
cantidad de homoserina-fosfato existente en la fraccién 32-36 vy,
por tanto, el resto de este compuesto no quedaria retenido en la
columna. No se descarta la posibilidad de que existan dos
conformaciones diferentes de la molécula de homoserina-fosfato
con diferente afinidad por la matriz de la columna utilizada y que
cada fraccién contenga uno de ellos.

En total se recuperaron 889 pmoles de homoserina-fosfato
que suponen aproximadamente un 12% de la cantidad total de L-
homoserina utilizada para la sintesis (Tabla XII). Considerando que,
como se indicé anteriormente, la reaccién de la homoserina quinasa
habia transformado sélo un 23% de la homoserina, se concluye que
se ha recuperado aproximadamente la mitad de la cantidad total de
homoserina-fosfato obtenida.

Medida de la actividad

Para la medida de la actividad treonina sintetasa de
microorganismos se describen en la literatura métodos basados en
la determinacién de la liberacién de fosfato desde la homoserina-
fosfato (Flavin y Slaughter, 1960; Szczesiul y Wampler, 1976), o
bien, de la formacién de treonina (Flavin, 1962; Schildkraut et al.,
1973; Skarstedt y Greer, 1973). La liberacion de fosfato se
determina mediante el método de Fiske y Subbarow (1925) que,
como ya se indicé anteriormente, resulta muy laborioso para
realizar el nimero de medidas que los ensayos cinéticos requieren.
La cantidad de treonina se determina midiendo el acetaldehido que
se libera desde la misma al oxidarse con periodato mediante
acoplamiento de la reaccién de la alcohol deshidrogenasa. Este
método no ha resultado ser repetitivo ni especifico cuando se aplica
a extractos crudos de Neurdspora o levaduras de panaderia (Flavin,
1962). Por todo lo expuesto, resultaba conveniente poner a punto



un método sencillo, especifico y repetitivo para la medida de la
actividad treonina sintetasa en levaduras.

Utilizando la homoserina-fosfato presente en la fraccién 3-25
descrita en Resultados, se ha puesto a punto un método para la
medida de esta actividad en Sach. cerevisiae. Este método se basa
en la medida de aminoicidos mediante HPLC (apartado 5.1.1.2. de
Métodos) y tiene la ventaja, sobre los métodos anteriormente
descritos, de que permite la determinacién simultinea tanto de la
desaparicion del sustrato de la enzima, homoserina-fosfato, como de
la aparicién del producto, treonina, sin la necesidad de una reaccién
enzimdtica secundarfa. La cromatografia por HPLC es, ademds, un
método muy repetitivo y de gran sensibilidad.

De la medida de la desaparicién de homoserina-fosfato y de la
aparicién de treonina en mezclas de reaccién preparadas con
extractos crudos procedentes de una cepa Thr4t y otra Thr4-
(Figuras 16a y 16b respectivamente) se concluyé que el método
utilizado es especifico para la medida de la actividad treonina
sintetasa y que, efectivamente, esta enzima estd determinada por el
gen THR4. En la mezcla de reaccién preparada con el extracto de la
cepa Thr4- se observa una pequefia disminucién de la cantidad de
homoserina-fosfato. Puesto que la cantidad de treonina no aumenté
proporcionalmente, no parece probable que el alelo thr4 presente
en la cepa utilizada (F4) determine una treonina sintetasa con
actividad rezumante. La hidr6lisis del fosfato debida a la incubacién
no parece tampoco ser la causa de este fendmeno ya que, no se
produce cuando la mezcla de reaccién se incuba 'en ausencia de
extracto (Figura 16c). Ademds, el enlace éster formado entre el
grupo fosfato y la homoserina es de gran estabilidad y sélo se
hidroliza mediante tratamiento con d4cido (Watanabe y Shimura,
1956). La existencia en el extracto de una fosfatasa inespecifica si
que podria explicar la desaparicién de homoserina-fosfato. En este
sentido, entre las enzimas con actividad fosfatasa existentes en
Sacch. cerevisiae se encuentra la fosfatasa alcalina, enzima de
actividad inespecifica y localizacién intracelular (Suomalainen et al.,
1960); ademds al pH utilizado en el ensayo de la treonina sintetasa
(pH= 8) la velocidad de esta enzima es muy cercana a la velocidad
médxima (Gorman y Hu, 1969). Este fenémeno podria tambien



explicarse si la treonina sintetasa de Sacch. cerevisiae, al igual que
la de B. subtilis (Skarstedt y Greer, 1973; Schildkraut y Greer,
1973) realizara, mediante una reaccién deshidratasa secundaria, la
transformacién directa de homoserina-fosfato en a-cetobutirato sin
pasar por treonina.

Bisqueda de mutantes desregulados

Reversion _de cepas thrl

La primera estrategia seguida para la bisqueda de mutantes
desregulados no dio los frutos esperados pero proporcionan algunos
datos respecto de cémo tiene lugar la regulacién de la ruta. Por los
motivos ya expuestos se obtuvieron mutaciones Thr- en una cepa
portadora de otras auxotrofias debidas a mutaciones fin de mensaje
de los tres tipos: dmbar (¢trpl-1), ocre (lysl-1 y urado) y
6palo(leu2y). En total se obtuvieron 11 cepas Thr- de las cuales 8
(CJ1 a CIJ8) resultaron ser thrl y 3 (CJ9 a CJ11), thr4 (Tabla XIII).

Se trataba en primer lugar de detectar mutaciones de fin de
mensaje para descartar las cepas correspondientes de estudios
posteriores. Cuando la supresién de un marcador se produce por
alteraciones en el ARNy, la eficiencia de la misma depende de varios
factores: tipo de mutacién fin de mensaje (dmbar, ocre u &palo),
localizacién de la mutacién dentro del locus que determina el
marcador, grado de expresiéon del supresor y aminodcido insertado
por el mismo (Sherman, 1982). Por estos motivos, marcadores
diferentes son suprimidos en distinto grado por un mismo supresor
y viceversa (Hawthorne y Leupold, 1979). Ademds, al igual que en
bacterias, en levaduras la supresién puede producirse mediante
otros mecanismos diferentes a la alteracién de ARN¢. Entre ellos se
encuentran alteraciones en algunos genes determinantes de los
componentes ribosémicos y alteraciones extracromosémicas (factor
¢@t). También se ha descrito induccién de la supresién debida a
ciertas condiciones experifnentales: supresién fenotipica (Sherman,
1982). Por todo lo expuesto, el fondo genético de-la cepa parece

tener gran relevancia en la eficiencia con que un marcador puede
ser suprimido.



En principio, s6lo en la cepa CJ11 se produjo correversién del
marcador thr con alguno de los otros, concretamente con el
marcador lys (Tabla XIV). Dado que la mutacién que tiene lysl-I es
un fin de mensaje ocre, la mutacién presente en este alelo thr4
debe ser tambien de este tipo. Asi, los 10 revertientes Lyst Thr+
podrian deber este fenotipo a la aparicién de supresores capaces de
suprimir ambas mutaciones. El hecho de que 5 de los 15 Lys*
obtenidos continden siendo Thr- podria deberse bien a mutacién
directa en el gen LYSI, o bien a la aparicién de un supresor capaz
de suprimir eficientemente la mutacién ocre del alelo lysl-I pero
no la del thr4.

Tambien requiere una explicacién la aparicién de otros tipos
de correvertientes. En primer lugar y teniendo en cuenta que las
cepas Thr- se obtuvieron mediante mutagénesis con
nitrosoguanidina, un mutdgeno muy potente, podria predecirse que,
ademds de la alteracién Thr- seleccionada, han podido producirse
otras modificaciones genéticas secundarias. La existencia en las
cepas CJ1 y CJ2 de un fondo genético que permitiese una mayor
eficacia en la supresién podria explicar el que la correversién Lys*
Ura* se diese Unicamente en estas dos cepas y no en las restantes.

Algunas de las alteraciones ribosémicas mencionadas
anteriormente, son capaces de suprimir simultaneamente
marcadores de fin de mensaje diferentes (Sherman, 1982). Este
hecho podria explicar el que el revertiente Leut™ obtenido a partir
de la cepa CJ2 (marcador de tipo épalo) lo fuese:tambien para el
uracilo (marcador de tipo ocre).

Como se demostr6 en Resultados, la homoserina quinasa se
inhibe por treonina. No se sabe si la treonina sintetasa tambien es
regulable. Dado que esto es poco probable, por tratarse de la dltima
enzima de la ruta, para la bisqueda de revertientes Thr+ se
utilizaron sélo las cepas CJ1 aCJ8, ninguna de las cuales parecia
deber el fenotipo Thr- a una mutacién de fin de mensaje en THRI.
Esta hipétesis parece confirmarse por las bajas frecuencias de
reversién espontdnea (mayor de 4.2 x 10-7) e inducida mediante
irradiacién con luz ultravioleta (mayor de 3.2 x 10-5) que se
obtuvieron (Tabla XV).




Segin se mencion6 en Resultados, se probaron 2538
revertientes de las distintas cepas pero ninguno resultd ser excretor
de treonina ni resistente a hidroxinorvalina. El protocolo seguido
para inducir la reversién, irradiar con luz ultravioleta un césped de
células inmediatamente después de ser sembrado (apartado 6.1.2.
de Métodos), aseguraba que los revertientes obtenidos fuesen
independientes. Ademds, como se comprob$ posteriormente, entre
ellos, algunos resultaban ser termosensibles, bien para el marcador
thrl, bien para otro diferente (Tabla XV), lo que es indicativo de la
existencia de variabilidad genética.

Como se demostré en Resultados, la cepa a partir de la cual se
obtuvieron los auxétrofos para treonina, XCR13-5A, es portadora de
al menos un alelo que permite la excrecién de treonina. Por este
motivo no parece probable que entre los revertientes se
encontrasen cepas que superprodujesen treonina pero no pudiesen
excretarla al medio de cultivo.

Delgado et al. (1982) demostr6 que de cada 100 revertientes
Hom3* obtenidos a partir de una cepa de Sacch. cerevisiae Hom3-,
uno resultd ser superproductor y excretor de treonina. La actividad
aspartato quinasa presente en estas cepas era insensible a
retroinhibicién por treonina. Por todo lo expuesto anteriormente y
en concordancia con los resultados obtenidos sobre la
caracterizacién de la actividad homoserina quinasa, podria
concluirse que la inhibicién que la treonina ejerce sobre esta
actividad enzimdtica no parece tener gran relevancia en la
regulacién de la biosintesis de treonina o, al menos, la tiene en
menor grado que la que se produce sobre la aspartato quinasa. No
se descarta la posibilidad de que, en el caso de la homoserina
quinasa, la insensibilizacién a inhibicién por treonina no implique
superproduccién de treonina, o bien que la cantidad producida sea
insuficiente para ser detectada mediante la prueba de alimentacién
cruzada. Tambien podria ocurrir que los marcadores thrl utilizados
no fuesen adecuados para que la alteracién buscada se diese por
reversién del marcador. De cualquier forma, creémos que este
resultado negativo no implica que el método no sea efectivo sino
que puede estar limitado a aquellos casos en que la regulacién de la



enzima correspondiente sea muy importante en la regulacién
general de la ruta.

Resistencia a hidroxinorvalina
Efecto de la hidroxinorvalina

La otra estrategia utilizada para obtener mutantes
desregulados se basaba en la bisqueda de mutantes resistentes a
hidroxinorvalina. Este compuesto ya habia sido utilizado en
bacterias para el aislamiento de mutantes superproductores de
treonina pero no habia sido utilizado en levaduras. Por tanto, en
primer lugar, se realizaron algunos experimentos para determinar
su efecto sobre Sacch. cerevisiae.

En E. coli, la inhibicién del crecimiento producida por
hidroxinorvalina se contrarresta por la adicién al medio de cultivo
de aminoé4cidos relacionados con la ruta de biosintesis de la
treonina (Cohen et al., 1965). Este efecto se ha achacado a que dado
que la hidroxinorvalina induce "hambre” de aminoédcidos de la ruta
de la treonina, la adicién de dichos aminoidcidos al medio paliaria
esa deficiencia. En Sacch. cerevisiae, el efecto de la hidroxinorvalina
no se contrarresta exclusivamente por los aminodcidos relacionados
con la ruta de biosintesis de la treonina (Tabla XVI). Segin se
muestra en Resultados, el efecto antagonista de distintos
aminodcidos se probé en medios sélido y liquido con resultados
similares. En medio sdélido se probaron unicamente treonina,
metionina e isoleucina a las concentraciones utilizadas
habitualmente cuando estos aminodcidos se afiaden como
requerimientos para cepas auxétrofas. Entre ellos, la treonina
parece contrarrestar el efecto de forma mds patente que la
metionina o la isoleucina, si bien, es preciso sefialar que este
aminodcido se usa a una concentracién mayor que la de los otros
dos.

En medio liquido todos los aminoicidos probados, relacionados
o no con la ruta de la biosintesis de la treonina, fueron capaces de
contrarrestar parcial o totalmente el efecto de la hidroxinorvalina
sobre el crecimiento (Tabla XVI). Se puede asi concluir que este



efecto no se evita exclusivamente cuando se palia el "hambre" de
aminodcidos a que las células podrian estar sometidas en presencia
de hidroxinorvalina. Una explicacién alternativa serfa que se diera
competencia a nivel de las permeasas de aminodcidos. Algunos
andlogos de aminodcidos, como por ej. los D-aminodcidos, son
transportados tnicamente a través de la GAP, sin utilizar las
permeasas "especificas” que transportan sus aminodcidos naturales
andlogos (Rytka, 1975). El amonio regula negativamente tanto la
sintesis, como la actividad de la GAP (Grenson, 1970). Por tanto, en
presencia de amonio, estos andlogos no pueden acceder al interior
de la célula. En medio SD, que contiene sulfato aménico como fuente
de nitrégeno, la hidroxinorvalina no ejerce efecto aparente sobre el
crecimiento de un césped de Sacch. cerevisiae. De aqui podria
deducirse que la hidroxinorvalina utiliza mayoritariamente la
permeasa general de los aminodcidos para entrar en la célula. Asi lo
confirman experimentos en los que se determiné que la
hidroxinorvalina compite con la treonina para entrar en la célula,
siendo asi que este aminodcido utiliza preferentemente la GAP
(Martin-Rendén et al., en preparacién). Por otro lado, algunos
mutantes aislados como resistentes a hidroxinorvalina eran,
ademds, resistentes a D-histidina, lo cual, indica la carencia de
permeasa general de aminodcidos (mutantes gapl. Rytka, 1975) o
la incapacidad de activacién de la misma (mutantes nprl. Grenson,
1983). Ademids, y segin se ha podido demostrar (resultados no
mostrados) las cepas gapl son resistentes a hidroxinorvalina.

Asi pues, la minoracién del efecto téxico de 1la
hidroxinorvalina ejercida por otros aminodcidos podria deberse a
competencia entre ellos por la permeasa GAP. De los aminoécidos
relacionados con la ruta de biosintesis de la treonina, la homoserina
parece contarrestar en mayor grado el efecto de la
hidroxinorvalina. Este fenémeno podria explicarse por el hecho de
que la homoserina se afiadfa en forma DL- y a una concentracién
final de 2 mM mientras que el resto de los aminodcidos se usaron
en su forma L- y a la mitad de concentracién. Segin lo mencionado
anteriormente, la forma D de la homoserina podria tambien
competir con la  hidroxinorvalina por la entrada en la célula a través
de la GAP. No se conocen la/s via/s de entrada de la L-homoserina.



Si la competencia por la GAP fuese el udnico mecanismo
responsable del efecto descrito, seria légico pensar que cuanto
mayor fuese la afinidad de la permeasa por un aminodcido, mayor
seria la atenuacién por este aminoicido del efecto téxico de la
hidroxinorvalina. Las constantes de transporte a través de la GAP
son: para la L-asparagina de 350 uM (Gregory et al., 1982), para la
L-treonina de 40 pM (Martin-Rendén et al., en preparacién) y de 8
uM para la L-citrulina (Grenson et al., 1970). Los resultados
obtenidos (Tabla XVI) indican que la asparagina contrarresta el
efecto de la hidroxinorvalina en mayor grado que la treonina o la
citrulina. Por tanto, debe existir un tercer mecanismo, ademds de
los dos anteriormente mencionados, implicados en este fenémeno.

La permeasa general de los aminodcidos, estd sujeta a
represion por catabolismo del nitrégeno (Cooper, 1982b). Siendo la
asparagina una de las "mejores" fuentes de nitrégeno (Cooper,
1982a) y la prolina una de las mds "pobres", cuando las dos se
sumistran simultaneamente la GAP se sintetizaria ‘en menor grado
que cuando se suministra sélo prolina. El que células creciendo en
presencia de asparagina e hidroxinorvalina crezcan a tasa de
crecimento normal podria explicarse por el hecho de que en estas
condiciones la sintesis de la GAP estaria reprimida y, por tanto, la
hidroxinorvalina no podria acceder al interior de las células.

Adicionalmente la atenuacién del efecto de la
hidroxinorvalina podria deberse a transinhibicién, inhibicién del
transporte de un compuesto por otro que no guarda similitudes

estructurales con €él ni es transportado por el mismo sistema
(Cooper, 1982b).

Aislamiento de mutantes resistentes a hidroxinorvalina vy
excretores de treonina

Segin se describié en Resultados, a partir de la cepa XCR13-
S5A se han obtenido numerosos mutantes resistentes a
hidroxinorvalina aparecidos tanto de forma espontinea, cémo tras
mutagénesis con nitrosoguanidina. En total se han estudiado 150
mutantes AhvR, De los 128 inducidos por nitrosoguanidina 60,
ademds, excretaban treonina, mientras que ninguno de los 22



mutantes espontdneos que se obtuvieron resultaron ser excretores
(Tabla XVIII).

Las colonias AhvR aparecidas tras tratamiento con
nitrosoguanidina eran muy heterogéneas en cuanto a tamafio y
grado de resistencia a hidroxinorvalina. Este efecto es frecuente y
puede atribuirse a que al ser la nitrosoguanidina un mutigeno muy
potente, induce no sélo las mutaciones que se desean obtener, sino
tambien otras que afectan al crecimiento de las células. Como
consecuencia, el fondo genético de los mutantes inducidos puede
diferir ligeramente y esta diferencia puede afectar a la expresién
fenotipica de las mutaciones. Entre unas 400 colonias AhvR
inducidas, se seleccionaron unicamente aquellas que mostraban un
fenotipo mds claro. Si el grado de resistencia a hidroxinorvalina
estuviese relacionado con la produccién de treonina y ésta con la
mutacién inducida y/o el fondo genético, las cepas desechadas
serian en su mayoria no excretoras y, por tanto, se estaria
sobreestimando la frecuencia de mutantes ThrE entre los AhvR. Por
el contrario, los resistentes espontineos que se obtuvieron eran

bastantes homogéneos; todos ellos fueron analizados para el
caracter AhvR,

Relacién superproduccién-temperatura

Como se indicé en la Introduccién, cepas con un fondo
genético superproductor de treonina que presenten al menos uno
de los alelos texI-1 otex2-1 excretan este aminoidcido al medio de
cultivo. Asi pues, en la cepa parental, XCR13-5A, debe existir al
menos uno de estos alelos segin se deduce de la relativamente alta
frecuencia con la que se generan cepas excretoras de este
aminodcido.

Del andlisis de dominanciafrecesividad de los alelos que
confieren los fenotipos AhvR y ThrE respecto de los silvestres se
concluye que la resistencia a hidroxinorvalina es un caracter
dominante en heterocigosis, independientemente de la temperatura
de incubacién. Puesto que los diploides de las cepas AHV-6 a AHV-
11 no excretaban treonina a 220C y si lo hacian a 370C (Tabla XIX),
se concluye que la excrecién es dominante dUnicamente a esta tltima



temperatura. Estas diferencias podrian deberse simplemente a que
a 220C en ninguno de los casos se alcanza la concentracién minima
de treonina requerida para que crezca la cepa Thr- que se utiliza en
la prueba de excrecién pero si a 370C. En principio pueden darse
tres explicaciones a este fendmeno: el que varie con la temperatura
la produccién de treonina, la cantidad total de biomasa de levadura
obtenida y/o la velocidad de excrecién de la treonina al medio de
cultivo.

La produccién de treonina por célula podria aumentar con la
temperatura de incubacién, bien por influencia directa de ésta en la
produccién, o bien debido al aumento de la tasa de crecimiento.
Cuando las levaduras se cultivan en medio minimo a una tasa de
crecimiento determinada, la produccién de treonina por célula es
idéntica a diferentes temperaturas de cultivo (22°C, 300C y 370C).
Por tanto, la produccién de treonina en si misma no se afecta por la
temperatura (Martinez-Force y Benitez, 1989). Mediante
experimentos de cultivo continuo estos mismos autores han
demostrado que, en levaduras, la produccién de treonina y la tasa
de crecimiento son dos fenémenos parcialmente ligados. La
concentracién intracelular de treonina aumenta unicamente a tasas
de crecimiento menores de 0.04 h-1 medidas en medio minimo con
amonio como fuente de nitrégeno. En esta Tesis se ha medido la
tasa de crecimiento de los mutantes cultivados a 300C en este
mismo medio (aproximadamente de 0.18 h-1). No puede descartarse
el que a 220C la tasa de crecimiento alcanzada por los mutantes
estuviese ligada a la produccién de treonina. @

Con la temperatura debe aumentar la tasa de crecimiento
tanto de la cepa Thr- utilizada para la deteccién cémo de la cepa
cuyo fenotipo excretor se quiere determinar que, por tanto,
alcanzard antes una biomasa determinada. Consecuentemente a
370C el halo de excrecién se hace visible antes que a 229C. No
puede descartarse que la temperatura tambien influya en la
cantidad de treonina excretada al medio de cultivo y/o en el
transporte de treonina hacia el interior del césped auxétrofo.

Caracterizacién -bioquimica de los superproductores



Debido a la dominancia en heterocigosis de los todos los alelos
AhvR y de algunos ThrE, no pudo realizarse la clasificacién de los
mismos en grupos de complementacién. Por este motivo se traté de
clasificar las cepas seleccionadas en grupos segin el tiempo al cual
aparecia el halo de excrecién alrededor de los diploides (Tabla XIX).
Se caracterizaron bioquimica y genéticamente representantes de
cada uno de los 4 grupos resultantes de esta clasificacién. De la
caracterizacién bioquimica se concluyé que al contrario de lo que
ocurre a la estirpe silvestre, la aspartato quinasa de los mutantes es
parcial o totalmente insensible a la inhibicién por treonina e
hidroxinorvalina (Tabla XX), y que los mutantes superproducen
treonina e isoleucina pero no metionina (Figura 18). Cepas de Sacch.
cerevisiae superproductoras de treonina con el mismo tipo de
alteracién en la aspartato quinasa habian sido obtenidas
anteriormente mediante reversién de un alelo hAom3 (mutantes
hom3R; Delgado et al. 1982) o resistencia a borrelidina (miltantes
BOR1; Nass y Poralla, 1976; Seibold et al., 1981).

La actividad especifica aspartato quinasa en los mutantes
AHV-1, AHV-2, AHV-5 y AHV-6 era inferior a la presente en la
cepa control XCR13-5A (Tabla XX). Para medir la actividad
aspartato quinasa es necesario realizar previamente una
purificacién parcial de la misma. Las enzimas mutantes de estas
cepas deben tener una configuracién tridimensional diferente a la
de la enzima presente en la cepa parental. La disminucién en la
actividad especifica mencionada podria explicarse si la
configuracién de las estas enzimas mutantes son menos adecuadas
que la silvestre para la purificacién de las mismas mediante el
proceso seguido. Seibold et al. (1981) también describieron que la
actividad especifica aspartato quinasa presente en los mutantes
BORI1, purificada parcialmente de manera muy similar a la utilizada
en esta Tesis, era aproximadamente la mitad de la que se obtenia a
partir de la cepa parental.

A continuacién se trat6 de establecer una relacién entre
produccién de treonina y excrecién. Al contrario de lo esperado, no
existe relacién entre el tiempo al cual aparecia el halo de excrecion
alrededor de los diploides, la produccién de treonina y el grado de
sensibilidad a inhibicién por hidroxinorvalina y treonina de la



aspartato quinasa. Asi, el diploide construido a partir de la cepa
AHV-6 no excretaba treonina a 220C, siendo sin embargo, esta cepa
la que acumula una mayor cantidad de treonina (Tabla XIX, Figura
18). Este hecho podria deberse a que su tiempo de generacién fuese
menor al de los diploides construidos con el resto de los mutantes,
como asi lo es a 300C en medio SD el de la cepa AHV-6 repecto al de
los otros mutantes y el control (1.5 veces superior, resultados no
mostrados). De hecho es posible que la acumulacién de una gran
cantidad de treonina unido a la sélo parcial insensibilidad a
treonina de su aspartato quinasa pudiera tener un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de la cepa. La cepa AHV-1 es incapaz de
alcanzar una D.O.¢gp de 0.8 a la que se ha determinado que las
demds cepas alcanzan la fase exponencial tardia, punto en el cual
las células acumulan una mayor concentracién de treonina (Seibold
et al., 1981). Dado que para medir la cantidad interna de
aminodcidos, las células se recogian a esta D.O., la cantidad
acumulada por la cepa AHV-1 no fue determinada.

Los fenémenos anteriormente descritos podrian explicar el
que mutantes cuya aspartato quinasa es totalmente insensible a
treonina e hidroxinorvalina no produzcan mayor cantidad de
treonina que aquellos con una aspartato quinasa parcialmente
sensible.

Las cepas AhvR ThrE acumulan entre 249 y 497 nmoles de
treonina/mg de peso seco. Estas cantidades son un poco miés
elevadas que las acumuladas por cepas hom3R (entre 143 y 302
nmoles/mg de peso seco; Delgado et al., 1982) o BORI1 (entre 100 y
262 nmoles/mg de peso seco; Seibold et al., 1981). Los mutantes
superproducen tambien isoleucina (entre 4 y 10 veces mds que la
acumulada por la cepa silvestre), pero no metionina. Resultados
similares fueron descritos por Seibold et al. (1981) para los
mutantes BOR1 los cuales, ademds, acumulan aproximadamente 15
veces mds homoserina que las cepas silvestres. Estos resultados,
unidos a los de esta Tesis, parecen indicar que en un fondo genético
superproductor de treonina la regulacion por homoserina y/o por
treonina de la actividad homoserina quinasa parece tener cierta
importancia. El aislamiento de mutantes insensibles a estos
controles podria suponer la produccién de una cantidad de treonina



ain mayor. El que los mutantes no acumulen metionina parece
indicar que la ruta especifica para la biosintesis de la misma estd
fuertemente regulada. En este sentido, se ha descrito que la
homoserina O-transacetilasa, primera enzima de esta ruta, se inhibe
y su sintesis se reprime por metionina y S-adenosilmetionina
(Robichon-Szulmajster et al., 1967; Cherest et al., 1969; Cherest et
al., 1971).

Caracterizacién genética de los superproductores

De 1la caracterizacién genética se concluye que la
superproduccién de treonina depende de un sélo gen en las cepas
AHV-4 y AHV-5 (Tabla XXI) y en las YAHV-1, YAHV-2 ¢ YAHV-5
(Tabla XXII). Se determiné tambien que en las cepas YAHV-1,
YAHV-2 ¢ YAHV-5 este caracter estaba ligado al gen HOM3; no se
analiz6 este ligamiento en el resto de las cepas. No obstante,
basindose en los datos disponibles tomados en conjunto, podria
establecerse que, en los mutantes analizados, la superproduccién de
treonina depende de alelos del gen HOM3 que determinan una
aspartato quinasa insensible a retroinhibicién por treonina.

Mencién aparte merecen las segregaciones obtenidas a partir
del diploide YAHV-5/XCR28-4A. Como se indicé anteriormente, la
superproduccién de treonina en la cepa AHV-5 también se
comporta monogénicamente. Dado que esta cepa es la parental de la
YAHV-5, se esperaba que este caracter segregara tambien
monogénicamente en el cruzamiento YAHV-5 x XCR28-4A. Sin
embargo tres tétradas procedentes del diploide YAHV-5/XCR28-4A
segregaron 1 ThrE : 3 ThrNE, En estas tétradas, y en ninguna otra,
aparecia una espora Hom3+ ThrNE, Si el alelo HOM3 presente en
este diploide es el responsable de la superproduccién de treonina,
podria pensarse que las cepas derivadas de estas esporas la
superproducen pero son incapaces de excretarla. Esta hipdtesis se
apoya por el hecho de que las tres son incapaces de crecer en medio
minimo suplementado con treonina siendo, por tanto, sensibles a
treonina (ThrS). Se han obtenido (resultados no mostrados)
mutantes espontdneos resistentes a este efecto aislados a partir de
estas cepas ThrS- Estos mutantes excretan treonina al medio de



cultivo, por tanto, puede concluirse que en la cepa YAHV-5, al igual
que en las otras, la superproduccién de treonina depende de un
alelo de HOM3 que determina una aspartato quinasa insensible a
retroinhibicién por treonina. Por analogia con otros autores que
tambien aislaron mutantes de este tipo (Delgado et al.,1982), a los
alelos responsables de la superproduccién presentes en las cepas
YAHV-1, YAHV-2 ¢ YAHV-5 se denominaron HOM3-R1, HOM3-R2 y
HOM3-R5 respectivamente.

Como se indicé en Resultados, el 15% de las esporas Hom3™+
procedentes del cruzamiento nimero 5 (Figura 19), eran incapaces
de crecer en medio con prolina como fuente de nitrogéno. En Sacch.
cerevisiae se han aislado dos tipos de mutantes incapaces de
catabolizar este aminodcido: los afectados en los genes
determinantes de enzimas implicados en el catabolismo de la
prolina (PUTI y PUT2) y mutantes "petite" (Brandriss y Magasanik,
1979). Existia la posibilidad de que alguna de las cepas utilizadas
como parental en los cruzamientos realizados fuese portadora de
alguna de estas alteraciones. Para comprobar esta hipdtesis vy
puesto que las cepas "petite" son incapaces de crecer en medio con
glicerol como fuente de carbono (Sherman et al., 1979) se probé el
crecimiento en este medio de todas las cepas implicadas en el
cruzamiento 5. La cepa XCR28-4A, parental utilizado en todos los
cruzamientos, no crecia en este medio. Se comprobé que el fenotipo
"petite” de esta cepa se debia a una alteracién nuclear monogénica
ya que la capacidad de crecer en medio con glicerol, determinada
en 10 tétradas procedentes del cruzamiento YAHV-2 x XCR28-4A,
segregaba 2 + : 2 -, Este resultado es sorprendente por dos motivos;
primero, porque no estaba descrito que las cepas parentales de las
cuales desciende la XCR28-4A (cruzamiento 4, Figura 19) fuesen
"petite”; segundo, porque si la mutacién "petite" ha aparecido en
esta cepa recientemente, es mucho mds frecuente que lo sea por
mutacién mitocondrial que por mutacién nuclear (Beck et al., 1970).
Sea cual sea su origen, lo cierto es que el hecho de que algunas de
las cepas sea "petite" afiade una dificultad inesperada al andlisis de
la resistencia a hidroxinorvalina y la superproduccién de treonina
debido, por un lado, a la imposibilidad de las cepas que lo portan de
crecer en medio con prolina (medio en el que se prueba la



resistencia) y por otro lado, a la ralentizacién del crecimiento que
estos mutantes presentan, incluso en el medio habitual. Para
comprobar que, como cabria esperar, la resistencia a
hidroxinorvalina y superproduccién de treonina dependen del
mismo alelo, HOMS3-R, seria necesario realizar de nuevo el
cruzamiento 5 utilizando como parental una cepa diferente carente
de esta alteracién.

El que todas las cepas AhvR ThrE caracterizadas presenten
una aspartato quinasa desregulada indica, en concordancia con los
resultados obtenidos sobre la caracterizacién de actividades
enzimdticas, que la enzima clave en la regulacién de la biosintesis
de treonina en Sacch. cerevisiae es la aspartato quinasa.



CONCLUSIONES

1. Se ha puesto a punto un método especifico y repetitivo para la
medida de las actividades homoserina quinasa y aspartato
quinasa en un extracto parcialmente purificado. En este ensayo
se determina la liberacién de ADP dependiente del sustrato
especifico de cada enzima, mediante acoplamiento del sistema
piruvato quinasa/ lactato deshidrogenasa.

2. La actividad homoserina quinasa sigue una cinética de
saturacién normal con respecto al ATP (Km=0.6 mM). Con
respecto a la L-homoserina es hiperbdlica sélo a concentraciones
por debajo de 0.5 mM (Km=0.25 mM); por encima de esta

concentracién, la L-homoserina produce una inhibicién parcial
de esta actividad (Kj=2 mM).

3. La actividad aspartato quinasa sigue una cinética de
saturacién normal con respecto a cada uno de sus sustratos, L-
aspartato (Km= 4 mM) y ATP (Km= 3.6 mM).

4. La actividades homoserina quinasa y aspartato quinasa se
inhiben por L-treonina (Ki= 14 mM y 4 mM respectivamente).
La actividad aspartato quinasa se inhibe, ademds, por
hidroxinorvalina (Ki= 8.5 mM). No se ha observado inhibicién
por L-homoserina de la actividad aspartato quinasa.

5. Se ha puesto a punto un método para ensayar la actividad
treonina sintetasa basado en la medida, mediante HPLC, de la
produccién de treonina por un extracto crudo al que se ha
afiadido homoserina-fosfato. Esta actividad estd determinada
por el gen THR4.



6. La hidroxinorvalina inhibe parcialmente el crecimiento de
Sacch. cerevisiae en medio con prolina como fuente de nitrégeno.
Este efecto se atenia cuando al medio de cultivo se afiaden,
ademds, otros aminodcidos.

7. Se han obtenido mutantes resistentes a hidroxinorvalina y
excretores de treonina los cuales superproducen treonina e
isoleucina. La superproduccién depende de un alelo del gen
HOM3 que determina una aspartato quinasa insensible a
retroinhibicién por treonina.
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