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I.1l.~ PRODUCCION INDUSTRIAL DE AMINDACIDOS : IMPORTANCIA ECONOMICA Y

USO DE LOS AMINOACIDOS .~

La produccién de aminodcidos por fermentacidn es el proceso mi-
crobiolégico més importente y conocido dentro de la obtencién , por
fermentacién , de metebolitos primarics .

Su comienzo se puede dater en 1908 , cuando el japonés Ikeda
descubrié el gran poder enaltecedor de sabores del dcido glutémico .
Con el transcurso del tiempo , el glutamatoc sédico se ha convertido
en un aditivo alimentario omnipresente , gracias al descubrimiento
por cientificos japoneses de un grupo de bacterias altamente producto-
res de &cido glutémico . En la tabla I-1 resumimos los métodos de pro-
duccién , cantidad producida y precio de los distintos aminoécidos ,
seg6n Izuwi y col. (1978) . Estos mismos autores estiman en 1000 mi-
llones de dolares , las ventas anusles del mercado de aminoécidos .

La aplicacién principal de los aminodcidos es la fortificacién
de alimentos humanos y piensos peras animales , se utilizan también
en medicina y cosnéticos . 8610 nos referiremos aqui a su uso como
corrector en alimentos .'

El origen de las proteinas consumidas en los paises en desarro-
1llo , ses predominantsmente vegetal (Tabla I-2) . E1 valor nutritivo
de las proteinas vegetales esté limitado por su bajo contenido en

algunos sminoécidos ssencicles , principalmente metionina y lisime .



ESTUDIO SOBRE LA PRODUCCION DE AMINOACIDOS EN 1.977

- TABLA I-1 -

AMINCACIDO M. PROD.
L-Alanina E
L-Arginina F , Ex
L.-Asparagina 8
L-Aspértico E
L-Cisteina 5
L-Cistina Ex
L-Glutamina F
L~-Glutémico F
Glicina 5
L-Histidina F , Ex
L-Hidroxiprolina Ex
L-Isolsucina F
L-Leucina Ex
L-Lisina F
L-Metionina ]
DL-Metionina S
L~enilalanina 5
L~Prolina F
L=Serina S, Ex
L-Treonina F. 4 8
L-Triptofano S
L-Tirosina Ex
L~-vValina F,8

CANTIDAD (T/Afo)

50-100
200-300
10-50
500-1000
50-100
10-50
200-300
250.000
3.000
50-100
10-50
10-50
50-100
25.000
50-100
100,000
50-100
50-100
10-80
50-100
§0-100
10-50
50-100

PRECIO

Iv
I11
II
II
II1
111
111

< < < HOH

I1I

111
II
v

Iv
IV

III
III



- TARLA I-1 (cont.) -

Método de produccién :

Precios :

{Tomado de

- F : Fermentacién microbiana

Ex : Extraccidn diversos materiales

- § : Sintesis guimica

- I : Menos de 4 §/Kg
- II : Entre 4 y 20 $/Kg
- IIT : Entre 20 y 40 $/Kg

- IV : Entre 40 y 80 $/Kg

-V 3 Més de 80 $/Kg

Izumi , 1978)



- TABLA I-2 -

ESTIMA , PARA 1975 , DEL APORTE DE PROTEINAS EN EL MUNDO

Paises en Paises Total Incremento
desarrollo desarrollados desde 1960

Poblacién 2,9 1,1 4,0 1,0

(Miles de millones)

Proteina animal 14,6 19,0 33,6 12,2
Carne 6,7 9,4 16,1 5,6
Pescado 2,7 1,3 4,0 2,0
Huevos 1,1 1,1 2,2 0,8
Leche 4,1 742 11,3 3,8

Proteina vegetal 51,6 26,4 78,0 30,7
Cereales 33,0 10,6 43,6 11,0
Legumbres 13,1 11,8 24,9 17,1
Hortalizas 3,1 2,1 5,2 1,9
Raices 2,4 1,9 4,3 0,7

Total 66,2 45,4 111,6 43,0

Prop. Prot, 22 a2 30

Animal (%)

El aporte de proteinas se calcula en millones de toneladas .

Estimacién de Kaneko y col. (1974) .



Este dessquilibric ss corrigs fécilmente afiadiendo aminoécidos en pe-
quefias cantidades e los alimentos y piensos ; esta adicién tiene una
gran importancia nutricional y econfmica . En la tabla I-3 , se com-
para el valor mutritivo de los cereales fortificedos con aminoécidos
respecto a los mismos sin fortificar ; este valor o eficiencia brotei?
nica se expresa como el cociente (PER) entre el peso ganado por el a-
nimal respectoc @ la proteina total suministrada en el pienso durante
el periodc experimental ; como referencia se toma el valor de la ca-
seina (PER : 2,5) , una proteina animal de alto velor nutritivo .

En la fabricacién de plensos se utilizan como fuentes de protei-
nas la harina de pescado y las harinas vegetales . S5in embargo , la
harina de pescado , que tiens un alto valor nutritivo , es escasa y
cara , por lo que se emplean caeda vez mis las harinas vegetales forti-
ficadas ., De ellas , la mds usada es la harina de soja cuyo primer a-
minodcido limitante es la metionina , que se le afiade . Debido & un
aumento muy notable en el precio de la harina de soja , se tiende ca-
da vez mds a emplear harinas vegetales a base de cersales en la fabri-
cecién de los piensos . E1 maiz es deficiente en lisina y triptéfano
y a casi todos los demés cereales hay que afadirles treonina ., Las se-
millas oleoginosas son deficientes en lisina , metionine , triptéfanc

y treonina . Un breve resumen del contenido en aminoécidos de las pro-



- TABLA I-3 -

FORTIFICACION DE CEREALES CON AMINOACIDOS

CEREAL AMINOACIDOS ANADIDOS PER
Arroz Ninguno 1,5
L-Lisina , 0,2% ; DL-Treonina , 0,2% 2,61
Harina de Ninguno 0,65
Trigo Ldiisina , 0,2% 1,56
L-Lisina , 0,4% ; OL-Treonina , 0,3% 2,67
Maiz Ninguno 0,85
L-Lisina , 0,4% 1,08
L-isina , 0,4% § DL-Tript6fanc , 0,07% 2,55
Sorgo Ninguno 0,69
L-Lisina , 0,2% 1,77
Cebada Ninguno 1,66
L-Lisina , 0,25% ; DL-Treonina , 0,2% - 2,28

(Seglin Kaneko y col.

(1974)) .



teinas componentes ds los piensos y de distintos tipos de levadure se
presenta en las tablas I-4 y I-5 ,

Segin la FAD (1976) , se estima que los requerimientos de lisina ,
wmetionina més cisteina y treonina para un adulto humanp son de , res-
pectivamente , 12 , 13 y 7 mg. por Kg. de peso . En cuanto a los re- |
querimientos para animales domésticos , en la tabla I-6 mostremos al-

gunos de ellos .

I.2.~ METODOS DE PRODUCCION DE AMINOACIDOS .-

Los aminoAcidos son producidos actualmente por tres tipos princi-
pales de procesos (Tabla I-1) : sintesis quimica , fermentacién micro-
biana o sintesis enzimédtica . Una serie de aminodcidos son producidos
por extraccidn a partir de diversos wmateriales , bien por la dificul-
tad de su sintesis quimica ( Histidina , extraida de hidrolizados de
sangre; Hidroxiprolina) o su fécil obtencién a partir de hidrolizados
proteicos (Leucina , Tirosina) o de cabello (Cistina) o su poca demanda
comercial (Hidroxiproline) .

Industrielments , la metionina se produce exclusivamente por sin-
tesis guimica , debido & la squivelencia en valor nutritivo de sus isé-
meros . La lisina se producs por fermentacién utilizando bacterias co-
rineformes . La treonina se produce tanto por sintesis quimica como por

fermentacién , usando distintas espsies microbianas .



~ TABLAS I-4 y I-5 -

CONTENIDO EN PROTEINAS , LISINA , METIONINA , TREONINA Y TRIPTOFANO

DE ALGUNAS MATERIAS PRIMAS EN LA FABRICACION DE PIENSOS Y DE DISTIN-

TOS TIPOS DE LEVADURAS .

FUENTE DE PROTEINA % PROTEINA % LIS % MET % THR % TRP

Caseina 80 7,0 2,7 3,8 1,0

Harina Pescado 65 4,9 1,9 2,7 0,75
Cebada 11,5 0,53 0,18 0,36 0,17
Maiz 8,9 0,22 0,17 0,34 0,09
Harina Soja 47,5 3,2 0,75 2,0 0,5

Harina Algodén a1 1,71 0,52 1,32 0,47
TIPO DE LEVADURA % PROTEINA % LIS % MET % THR % TRP
Cervecera a7 3,25 0,66 2,03 0,48
Destileris 45 3,19 0,57 2,08 0,48
Torula sp. , 50 3,62 0,7 2,45 0,5

(Tomado de Feedstuffs , edicién de 1977)



- TABLA I-6 -

REQUERIMIENTOS DE ALBUNOS ANIMALES DOMESTICOS EN LISINA , TREONINA

Y METIONINA .

ANIMAL LIS MET THR
Cerdo

(5-10 kg) 1,2 0,8 0,7
(20-35 kg) 0,7 a,5 0,45
Aves de corral 0,5 0,53 0,4
Cone jos " 0,7 0,6 0,6

( Expresados como % de la racién , segén Feedstuffs , edicién 1977)



I1.2.16~ Sim. ﬂ imica -g aminodcidos .-

La sintesis quimica de eminofcidos se puede dividir en dos tipos
de procesos : la sintesis del grupo R (diferente para cada aminoécido)
y la del grupo -CH(NHZ)—CDOH (comdn para todos) . E1 fesultado de cual-
quier proceso quimico‘as una mezcla racémica de D- y L-aminoé&cido , por
tanto la sintesis quimica tras consigo el problema adicional de la re-
solucién éptica de los iéémeros .

Existen diversos métodos de sintesis del grupo —GH(NHZ)-CODH al-

gunos de los cuales resefiamos en la figure I-1 (Kaneko y col. 1974) .

1.2,2,~ Sintesis guimica de metionina , treonina Yy lisina .-

Le metionina es producida actualmente en gran escala por sintesis
quimica a partir de la acroleina . En la figura I-2 se muestra el pro-
ceso quimico de sintesis de metionina , a partir de la acroleina , se-
gdn Pierson y col. (1948) . En general , cualquier procesc de sintesis
de metionina obedece sl diagrama propuesto por T. Yagamuchi (1967) (Fi-
gura I-3) .

La sintesis de treonina es mds compleja ya que existen cuatro isé-
meros de este aminodcido : L- y D-Treonina ; L- y D-Alotreonina . E1
Gnico Gtil desde el punto de vista nutricional es la L-Treonina . La ma-

yoria de los métodos quimicos de sintesis dan una mezcla recémica de los



METODO DE BUCHERER

RCOH + HON + (NH2)003 — R-CH-0 —— R-GHCOOH
HN_ NH NH

2
o

US0 DE ALFA-CETOACIDOS

R-CO-COOH + NH:3 — R?COOH —— R—(;FCODH

NH2 NH2

METODO DE WAKAMATSU

RCOH + R-’-CONH2 + GO — R—?P{ZOOH
NHCOR”

FIG. I-1 .- ALGUNOS METODOS DE SINTESIS QUIMICA DEL GRUPO —?I'CDUH

NH2

(segin Kaneko y col. , 1974)
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{2 -METILTIOPROPIONALDEHIDO
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S~(B-METILTIOETIL JHIDANTOINA

/

DL-METIONINA

FIG, I-2 .- SINTESIS DE DL-METIONINA A PARTIR DE ACROLEINA POR

EL PROCESO DE PIERSON Y CoL. (1948)




PROPILENO METANOL 4 SH
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‘o &
OXIDACION DESHIDRATACION
J J
ACROLEINA —- o METILMERCAPTANO
l
HIDANTOINA

!

~METILMERCAPTOETILHIDANTOINA

l

HIDROLISIS

'

NEUTRALIZACION

l

CRISTALIZACION Y SECADO

l

DL-METIONINA

FIG. I-3.~ SINTESIS GENERAL DE METIONINA A PAATIR DE ACROLEINA

( YAGAMUCHI , 1967)



cuatro isfmsros .

Existen varios métodos de sintesis quimica de treonina ; en la
figura I-4 representamos el método de Sato y col. (1957), uno de los
més usados industrialmente ya gque rinde un 90% de DL-Treonina y un
10% de DL-Alotreonina . La DL-Alotreonina puede sep:rarse de la DL-
Treonina por su distinta solubilided y estabilided .

La mezcla racémica DL-Treonina puede ser resuelta utilizando a-
mincacilasas bacterianas o de rifion de cerdo s que hidrolizan asime-
tricamente derivados acetilados , benzoilados o N-cloroacetilados de
la DL-Treonina .

Sin embargo , el método méds utilizado es la cristalizacién prefe-
rencial . A 9 partes de OL-Treonina se le afiade 1 parte de L-Treonina
y se disuelve en 30 partes de agua a 80°C , que luego se enfria a 209C,
Precipitan dos partes de L-Treonina . El1 procesc anterior se puede apli-
car para aislar D-Treonina . La repeticién de las operaciones anteriores
conduce a la total reselucién de los dos isémeros .

Hay varios procesos de sintesis guimica de lisina , a partir de
compuestos como caprélactamas y dihidropirano , ciclohexanona y piperi-
dina .

Uno de los més usados es el procedimiento de Stamicarbon (1968)
que puede rendir de un 70% a un 90% de DL-Lisina ., Fukumare (1976) par-

tiendo del ciclohexano , un subproducto de las sintesis de caprolscta-



GLICINA CARBONATO COBRE
\ /
GLICINATO DE COBRE
COMPLéJO OE COBRE
CONDE:JSACIUN
F ILTH:\CIUN
CDNCE:\ITRACION
CRIST}\LIZACION
SEPAH:\CICN
TREONINATO DE COBRE
HESINt\ CAMBIC IONICO -~ - - COBRE RECUPERADO
CDNCE:\ITHAGIDN
CRISTt\LIZACIU\I
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mas , sintetize el co-puo;to DL-Aminocaprolactama .\En aste punto del
procesc se afiaden dos enzimas microbianos : L-eminocaprolactemo hidro-
lasa y Aminocaprolactame racemasa , Las dos enzimas actuan simultanea-
mente transformando la mezcla DL-Aminocaprolactama en L-Lisina ., Este
procesc , desarrollado recientements y repreéentado en la figur§ I-5 ,
puede competir seriamente con la produccién de L-Lisina por fermenta-
cifn microbiana , que actualmente es el proceso industrial utilizado .
Aparte del resefiado anteriorments , existen diversos métodos pa-
ra la resolucidn 6ptica de la L-Lisina . BGeneralmente se emplean ami~
noacilasas flngicas inmovilizadas sobre un soporte de DEAE-Sephadex .
Otros métodos , utilizan diversas sales de lisina como el amimobenceno-
sulfonato de DL-Lisina , sulfanilato de DL-Lisina , etc., , susceptibles

de cristalizacidén preferencial de la forma L .

I.2,3,~ SINTESIS ENZIMATICA DE AMINOACIOQS .-

El uso de enzimas o células inmovilizadas sobre una matriz poli-
mérica , permite la sintesis continua de algunos aminoécidos .
El &cido aspértico se produce industrialmente en Japén con célu-

las empaquetadas de Escherichia coli , aprovechando la accién de la as-

pertasa celular scbre el écido fumérico . El1 écido L-Aspéirtico formado
se pueds transformar industrialmente en L-Alanina (Chibata y col. 1974)

por la enzima L-Asparto-j-descarboxilasa de Pseudomonas dacunhes (Chi-
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bata y col. 1965) . La reaccién global se muestra en la figura I-6 .
La sintesis enzimética de L-Triptéfano a partir de Indol y Pi-
ruvato se logre con triptofanasa imnmovilizada . En el medic de reac-
cifn se afiade inosina , que forma un complejo insoluble inosina~trip-
t6fano , este complejo precipita y al eliminar el producto de la reac-

cién fuerze a la triptofanasa a la sintesis continua de L-Triptéfano .

l.2.,4,~ OBTENCION DE LISINA Y TREONINA POR FERMENTACION MICHROBIANA .-

Los microorganismos actualmente usados para la produccién de
lisina pertenecen al grupo de bacterias productoras de &cido gluté-
mico . Estos microorganismos estan clasificados en una serie de géne-

ros coao Corynebacterium ,Brevibacterium , Arthrobacter , Microbacte-

rium , pero todos ellos tisnen una serie de caracteristicas comunes
que los hacen muy dificilesde separar entre si ; el Manual Bergey en
su séptima edicifn da como dudosa la situacién taxonfmica de muchos
de estos géneros ; en realidad , su séparacién se ha dehbido més a inte-
reses de patentes , gque a una diferenciacién taxonémica resal .

La ruta de biosintesis de lisina en bacterias , esté entroncada
con la de treonina y metionina , existiendo una fuerte relacién regula-
toria entre estos productos finales . En la figura I-7 se muestra la ru-

ta de sintesis de lisina y su regulacién en Bfevibacterium flavum (Ye-

mada ycol. 1972) (Rose y col. 1978) .
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ABREVIATURAS USADAS EN LA FIGURA ANTERIOR

ASP : Acido aspértico

ASP-P : Aspartil fosfato

ASA : Aspartato semialdehido

H8 : Homaserina

DDOP : 2,3-Dihidrepicolinato

PDC : Piperidina-2,6-Dicarboxilato
SAP : N-Succinil-«-amino-¢-Oxopimelato
SDP : NeSuccinil-2,6-Diaminopimelato

DAP : Diaminopimelato



Este grupo de bacterias reune una serie de caracteristicas que lo hace
adecuado para una alta produccién de aminodcidos . La principal venta-
Jja es que su aspartoquinasa (ATP:L-Aspartato-4-fosfotransferasa EC 2.
7.2;4), enzima gue controla la sintesis de treonina , metionina y lisi-
na estd sometida a una inhibicidn de tipo multivalente por treonina y
lisina (Miyajima y col. 1968 ; Nakayama y col, 1966 ; Shiioc y col. 1969
Shiio y cél. 1570) o Una mutacién que limite la concentracién de treo-
nina dentro de las células desinhibe en alto grado la aspartoquinasa ,
independientemente de la concentracidn de lisina que se llegue a alcan=-
zar en el medio ; esto hace que las cepas industriales de Corynebacte-

rium glutamicum y Brevibacterium flavum sean auxotrdficas para la homo-

serina o para la treonina . Otre forma de romper la inhibicidén por los

productos finales es utilizando cepas resistentes a S-(2-aminoetil)-l-

cisteina o tialisina (andlogo téxico de la lisina) y/o «-amino-p-hidro-
xivalérico (anflogo de la treonina)(K. Sano 1970 ; Nakamori 1973) .

Las producciones obtenidas con estos mutantes se aumentan intro-
duciendo nuevas auxotrofias en aminodcidos derivados del écido pirdvi-
co , del oxalacético o del aspértico (todos precursores de 1s lisina) .
Estas auxotrofias inerementan la cantidad de precursores disponibles
para la sintesis de lisina . E1 uso de cepas con miltiples auxotrofias
ayuda a la estabilizacifn de la produccién e impide el desarrollo de

revertientes , peores productores . En la mejora de la produccién , es



especialmente util una auxotrofie para la leucina ya gque este aminoédci-
do se ha demostrado ejerce represifn scbre le dihidropicolinato sinte-~
tasa , aunque la lisina no inhibe ni reprime este enzima (K. Nakayama

» 1966) .

Como complemento a su fécil desregulacién , el grupo de los micro-
organismos “productores de &cido glutémico" tiene de modo natural un re-
querimiento pare la biotina . Los niveles de biotina en el medio de fer-
mentacifn son importantes en el rendimiento de la misma . Un nivel de
biotina 6ptimo para el crecimiento trae consigo una pobre produccién de
lisina ,aumento de los pooles de lactato , acetato y succinato y excre-
ciédn de alanina , malato y aspartato . Estudios efectuados sn células

de Brevibacterium lactofermentum crecidas con niveles altos y bajos de

biotina , demwstran que a bajo nivel de biotina , se pierden por lavado
el 95% de los aminodcidos del pool intracelular , mientras que a nivel
alto de biotina , solo se pierde los aminodcidos neutros (shiio y col.
1962a , 1962b) . Se supone gue la deficiencia en biotina , altera la
sintesis de 4cidos grasos de cadena larga , ya que el enzima clave en
esta ruta es la acetil-CoA-carboxilasa , rica en biotina , La altera-
cién en la sintesis y distribuccién de los &cidos grasos serfa respon-
sable del incremento de permeabilidad , en condiciones de poca biotina .
La adicién de penicilina (Nara y col. 1964) y detergentes diversos pro-

duce el mismo efecto que la deficiencia en biotina . Demain y col.(1968)
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hon revisado extensaments los temas anteriores .

Por dltimo , Corynebacterium glutamicum , Brevibacterium flavum

y B. lactofermentum son incapaces de catabolizar la lisina producida

utilizandole como fuente de nitrégenoc . Esto anula el riesgo de una
desaparicion de la lisina al final de la fermentacién , cuando las
fuentes de nitrégeno se vuelven limitantes .

La produccién de treonina es un proceso mucho menos extendido
que la produccidn de lisina o de 4ctlo glutémico . Se utilizan los mis-
mos microorganismos anteriores disponiéndose sus auxotrofias para la
produceién de treonina , es decir se utilizan cepas de Brevibacterium
lactofermentum auxétrofas para la Lisina y resistentes a «-amino-p-Hi-
droxivalérice (Miyajima y col., 1968 § Shiio y col. 1970) . La resisten-
cia a este anélogo parece deberse a la falta de inhibicién por treoni-
na de la homoserina deshidrogenasa ., Auxotrofias complementarias para
wmetionina e isoleucina , aumentan la produccién .

Recisntemente , Komatsubare y col. (1979) han publicado la obten-

cién de una estirpe de Serratia marcescens productora de treonina . Es-

ta poses dos iscenzimas de la aspartoquinasa , uno inhibido por treoni-
na y reprimido por iscleucinma , el otro inhibido y reprimido por lisina.
£l snzime homossrina deshidrogenasa tembién esté reprimido por isoleuci-
na ¢ inhibido por treonina .

Estos autores reunieron en una cepa , por trensduccién , una se-

rie de caracteristicas genéticas presentes en otras cepas de la misme
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especies y cue permitem la produccifén de psquefias cantidades de treoni-
na , Estas carecteristicas son :
- Un alelo Eggﬁi 1(fr) gque codifica una isocenzima de la aspartoqui-
nasa resistente a retroinhibicién por treonina .
- Un alslo Eggée i(fr) que codifica una homoserina deshidrogenasa
resistente a retroinhibicién por treonina .

- Un alelo Hnr-1 que causa sintesis constitutiva de las enzimas de

biosintesis de treonina .

Un alelo lzggl (fr) gue codifica una isocenzime de la aspartoquina-
sa resistente a la inhibicién y represién por lisina .

La cepa que acumula todas estas mutaciones produce 25 g/l de treo-
nina en un medio con sacarosa y urea ,

En las fermentaciones productoras de lisina o treonina se utili-
zan dos tipos de medios : un medio de crecimiento , dénde aumenta la
biomasa hasta aproximadamente 1010 cel/ml. y apenas se produce aminoédci-
do , luego se va alimentando intermitentemente con un medioc de produc-
cién altamente rico en melazas (fermentadén tipo feed-batch) . En esta
etapa sl rendimisnto de la conversién de hidratos de carbono a lisina
es méximo .

La fermentacidn dura aproximadamente tres dias y se interrumpe a
una determinada concentracién de hidratos de carbono , & partir de la

cual el rendimiento de su transformacién en lisina es muy pequefio .
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I.3.,~ BINTESIS DE METIONINA Y TREONINA EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE .-

La ruta de biosintesis de metionina y treonina en levaduras , a
same janza de las rutas existentes en procariotas , parte del écido as-
pédrtico del cual se sintetizard homoserina j; en este punto la ruta se
ramifica dirigiéndose hacia la sintesis de métionina y treoninak. Co@o
es comin en las rutas ramificadas , cada uno de los productos finales
va a gjercer regulacién principalmente sobre el primer enzima de la ru-
ta comdn y sobre el primer enzima de la ruta propia .

El estudioc de la biosintesis de metionina y treonina en S. cere-
visiae se debe principalments al grupo francés de Robichon-Szulmajster
y colaboradores , que han estudiado muy concienzudamente los pasos y re-
gulacién de esta ruta (Masselot y col. 1977 ; Robichon-S5zulmajster y col.
1966 ; Masselot y col. 1975) .

En la figura I-8B , representamos la ruta de biosintesis de metio-
nina y treonina , en Saccharomyces cerevisiae . En la tabla I-7 , la re-
lacifén gsn~enzima en esta ruta .

La biosintesis de homoserina comprende tres stapas enziméticas
que llevan desde aspértico hasta homoserina . La primera enzima de la
ruta , la aspartoquinasa (ATP:lL-Aspartato-4-Fosfotransferasa , EC 2.7.
2.4.) es la enzima llave de la misma , sobre la que se efectua una
fuerts regulacién (Stadtman y col. 1961) . La treonina inhibe alostéri-
camente esta enzime siendo la afinidad por el inﬁibidor mayor que por

el sustreto (Surdin-Kerjen , 1967) ; la homoserine también ejerce in-



- TABLA I~7 -

RELACION GEN-ENZIMA EN LA RUTA DE BIOSINTESIS DE METIONINA Y TREONINA

EN SACCHARDMYCES CEREVISIAE .

ETAPA GEN ENZIMA
1 HOM3 ATP:L-Aspartato-4-Fosfotransferasa {Aspartoquinasa)
(ECc 2.7.2.4)
2 HOM2 L~-Aspartato-e-~-Semialdehido:NADP oxidoreductasa
(Aspartato Semialdehido Deshidrogenasa){EC 1.2.1.11)
3 HOM6E L-Homoserina:NAD Oxidoreductasa
(Homoserina Deshidrogenasa){EC 1.1.1.3)
4 THR1 ATP:L~Homoserina-~-D-Fosfotransferasa
(Homoserina kinasa) (EC 2.7.1.39)
5 THR4 O-Fosfohomoserina Fosfo-liasa (Treonina sintetasa)
(ECc 4.2.99.2)
6 MET2 Acetil CoA:lL-Homoserina-0-Acetil transferasa
(Homossrina~O-transacetilasa)(EC 2.3.1.31)
7 T8 O-Acetil-l~Homoserina Acetato liasa
(Homocisteina sintetasa)(EC 4.1.99.10)
8 MET6 Metiltetrahidrofolato Homocisteina Metil transferasa
(ec 2.1.1.8)
9 MET16 3°’~Fosfoadenosil-5‘~Fosfosulfato reductasa
MET22
10 METS Sulfito reductasa
MET10 Sul fidrico-nicotinamida~adenina—-dinucledtido-fosfato
oxidoreductasa (EC 1.8.1.2)
MET18
MET19

MET20



- TABLA I-7 (cont.) -

ETAPA GEN ENZIMA
11 MET14 Adenosil-5°-Fosfosulfato Quinasa
12 MET3 ATP:Sulfato adenilil transferasa (ATP sulfurilasa)

(EC 2:7.7.4)

A los anteriores genes hay que afiadir @

- MET?7 , MET13 , MET21 , MET23 , MET24 .

Codifican enzimas de la ruta del fetrahidrofolato

- METL , MET4 , MET25 , MET17 .

Papel dudoso en la ruta de asimilacién del sulfato .
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ABREVIATURAS USADAS EN LA FIGURA ANTERIOR

ASP : Acido aspértico

ASP-P : Aspartil-Fosfato
ASA : Aspartato-semialdehido
HS : Homoserine

HS-P : Homoserina fosfato
TRE : Treonina

O-ACHS : O-Acetil Homoserina

HMG Homocisteina

(1]

APS : Adenosil-5 ‘~fosfo-sulfato
PAPS : 3°-Fesfo-adencsil-~5 ~-fasfosulfato
MET : Metionina

SAl : S5~adenosil-metionina
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hibicién sobre la actividad de la aspartoquinasa . Tanto treonina como

-

homoserina ejercen un efecto represor sobre aste enzima .

Cuando Saccharomyces cerevisiae se cultiva en presencia de metio-

nina 0,01 M ,Robichon-Szulmajster y col. (1967b) proclaman que aparece
una segunde actividad aspartoquindsica yllamada aspartoquinasa B , a
diferencia de la actividad de la aspartoquinasa A s que es la principsl.
La aspartoquinasa B representa , como méximo , el 20% de la actividad
total y es inhibida por treonina y metionina . Sin embargo , a nuestro
Juicio no estéd clara esta actividad aspartoquindsica B , porque sélo hay
descrito un gen que sintetice aspartoquinasa , el gen HOM3 , y una muta-
cién en este gen provoca la necesidad de metionina y treonina simultanez-
mente .,

Una cuestidn a tener en cuenta en el estudio de la aspartoquinasa
es que el contenido medible en este enzima de distintas cepas , puede ve-
riar segin un factor de 10 (Robichon-Szulmajster , 1967a) , hecho achacz-
ble , segdn esta autora , a variabilidad en la estabilidad de la asparto-
quinasa de cepas difgrentes .

La aspartatosemialdehido deshidrogenasa (L—Aspartato—Q-Semialdehi-
dosNADP oxidoreductasa , EC 1.2.1.11) , segunda enzima de la ruta trans-
forma el aspartilfoéfato en aspartato semialdehidﬁ « No es inhibible ,
pero si represible por treonina . Robichon~-Szulmajster (1967b) aislé un
mutante insensible simulténeamente a la represifén de la aspartoquinasa

y la aspartato semialdehido deshidrogenasa , postulando un represor co-
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win pare las dos enzimas .

La homoserina deshidrogenasa ( L-Homoserina:NAD oxidoreductasa
EC 1.1.1.3) , s6lo parece estar sometida a represién por parte de la
metionina , Treonina y metionina ejercen también un claro gfecto re-
gulador sobre la actividad de este enzima (Robichon-Szulmajster y col.
1967a) .

Independientemente , de las consideraciones anteriores , las me-
didas hechas "in vivo" indican que la represién “in situ" tiene muy
poca importancia , y que es la retroinhibicién el fendmeno que regu-
la la actividad de la ruta (Robichon-Szulmajster y col. 1973) .

La biosintesis de metionina comprende por una parte , la entrada
y transformacidn del sulfato externo en sulfuro y por otra parte la
unidén del sulfuro con la acetil-homoserina , para dar homocisteina qua'
por metilacién se transformaréd en metionina . Hay una parte de la ruta,
la transformacién del sulfato en sulfuro , comin a metionina y cistei-
na . Parte de la metionina sintetizada se va a transformar en S-adeno-
silmetionina (SAM) , molécula donadora de grupos metilos , que ejerce
un papel muy importaﬁte tanto en la regulacién de la sintesis de metio-
nina como a nivel méds general ,

A continuacién vamos a estudiar las enzimas implicadas en la sin-
tesis de metionina , describiendo séflo la regulacién de su actividad ,

y no de su sintesis , ya que la regulacidén por represién de esta ruta
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es un. fendmeno bastante complejo y que afecta a varies enzimas , Esta
regulacidn la estudiaremos posteriormente .

La transformacién de homoserine en O-acetilhomoserina es el pri-
mer paso en la sintesis de metionina y estd realizado por la homoseri-
na~0-transacetilasa (AcetilCoA:lL-Homoserina-0O-Acetil-Transferasa EC 2.
3.1.31) . Esta enzima estd sometida a inhibicién por la S-adenosilme-
tionina (m\i : 5 x 10'4M)(nobichon-5zu1majster y col. 1967b) . La O-ace-
tilhomoserina formada es unida a un grupo sulfurc por la homocisteina
sintetasa (0-Acetil-lL~-Homoserina acetato 1iasavEC 4,1.99.10) . Esta en-
zima presenta una Km para la O-Acetilhomoserina de 7 x 10-'3 My una in-
hibicién competitiva por la metionina (Ki : 1,9 x 10-3 M)(Cheraest y col.
1969) . La homocisteina formada se metila por la Metil-tetrahidrofolato-
homocisteina-metiltransferasa , transformédndose en metionina . Ademéds
del gen MET6 que codifica este enzima , mutaciones en otros cinco genes
(MET?,METIS,METZl,MET23,MET24) producen el mismo fenotipo , estando im-
plicados en la ruta del tetrahidrofolatc (Masselot y col. 1977) .

Como una prolongacién de la ruta , consideraremos la biosintesis
de S-adenosilmetionina a partir de metionina y ATP ,realizada por la S5-
adenosilmetionina sintetasa (ATP:L-Metionina-S-adenosil-transferasa EC
2.5.1.6) . Parece existir dos formas de este enzima (Chiang y Cantoni
1977) separables por cromatografia en DEAE-celulosa , Las S-adenosil-

metionina sintetasas I y II presentan dos actividades : adenosilacién
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de la metionina a expensas de ATP y actividad tripolifosfatasa . No se
conoce nada sobre la fegulacién de esta enzima ,curiosamente estéd des-
crito un tipo de mutantes que carece de actividad SAM-homocisteina-me-
til-transferasa (EC 2.1.1.10) , con fenotipo de auxotrofia para la me-
tionina y capaz de crecer sflo sobre metionina (Rabichon~Szulmajster y
col., 1973) . Sin embargo , los mutantes de la ruta del Tetrahidrofolato
pueden crecer tanto en SAM como en metionina j aungue estos resu}tados
estédn oscuros , pueden dar idea de la contribucién de cada via a la sin-
tesis de metionina .,

El sulfato externo es introducido en la célula por una permeasa
especifica . La transformacién del sulfato en sulfuro , se lleva a cabo
por cinco etapas enziméticas), producto de once genes . No se conoce bien
la relacidn gen-enzima de esta ruta , aunque Masselot y col. (1977) se
inclinan a pensar que las enzimas ATP-sulfurilasa (ATP:sulfato adenilil
transferasa EC 2,7.7.4) , APS-quinasa , PAPS-reductasa y Sulfito reduc-
tasa (Sulfurc de hidrégeno nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
oxidoreductasa , EC 1.8.1.2) , forman un complejo enzimético , como hi-
p6tesis para explicar.los fenotipos de los distintos grupos de complemen-
tacidn existentes . La adenosina trifosfato sulfurilasa estéd regulada por
inhibicién tanto por la adenosina~5’-fosfosulfgto como por el i6n sulfu-
ro , (Vvito y Dreyfuss , 1964) .

Un exhaustivo trabajo sobre la regulacién por represién de las en-
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zimas de sintesis de metionina ha sido realizado por Surdin-Kérjan ’

Robichon-Szulmajster y Cherest , utilizando principalmente mutantes de

Saccharomyces cefevisiae resistentes a etionina . Una serie de hechos

bdsicos se deducen de su trabajo :

a) La metionina reprime "in vivo" , a nivel de transcripcién , la bio-

sintesis de una serie de enzimas (llamadas por ello , enzimas del
grupo I) : Homoserina-O-transacetilasa , Homocisteina sintetasa ,
ATP-sulfurilasa , Sulfitoc reductasa y Sulfato permeasa (Cherest y
col. , 1969; Surdin-Kerjan y col, , 1973 ; Surdin-Kerjan y col. ,
1975) .

La sintesis de estas enzimas parece coordinada , aunque sus genes
estructurales estén situados en cromosomas diferentes ,

En este sistema de regulacién estén implicados los productos de los

genes ETH2 , ETH3 , ETH10 (Masselot y col. 1974a ; Masselot y col.

1974b ; Masselot y col., 1974c ; Cherest y col. 1973a ; Cherest y
col. 1973c) y el metionil-AHNtBt (Cherest y col. 1971 ;Cherest y
col. 1975 ; Surdin-Kerjan y col. 1973 ; Cherest y col. 1973c) .

El mejor eséudiado es el gen ETH2 . Robichon-Szulmajster y Ma-
sselot (Masselot y col. 1972) demostraron que el alelo gth2-2 de
este gen consiste en una mutacién sin sentido en una proteina apo-
represora . Estudios ulteriores sobre los mutantes resistentes a

etionina , demuestran que mutaciones en los genes ETH2 , ETH3 ¥y
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EIﬂlg conducen a niveles desreprimidos de las enzimas del grupo I , re-
sistencia a etionina , pooles altos de metionina , y en algunas estir-
pes a excrecién de este aminodcido (Antoniewski y col. 1973) . En estu-
dios posteriorss aislaron un mutante termosensible en la metionil-—AFiNt
sintetasa (Surdin-Kerjan y col. 1976) ; en este mutante la metionil-
AFlNt sintetasa tiene una afinidad por la metionina mucho més baja gue
el parental (mutacién £ipo Km) . M4s adin , parece que el AFINt implica-

do en la regulacién es una especie menor del Metionil-ARN, global , ya

t

que no concuerda el nivel global de metionil-ARN, en las células , con

t
el nivel de desrepresién de las enzimas del grupo I . En levaduras es
conocido el papel de los aminoacil-AHNt en la represién de los enzimas
que intervienen en la biosintesis de los aminodcidos (Messenguy y col.
1976 ; Warner y col. 1978) .

d) La S-adenosil-metionina ejerce un efecto represor sobre las enzimas del
grupo 1 , habiéndose demostrado que no es a través de su conversifén en
metionina (Cherest y col. 1973b) . Estudios sobre la cinética de desre-
presifn de las e;zimas del grupo I , han llevado a la conclusién de que
8i bien la metionina ejerce un control transcripcional , la represién
debida a S-adenosil-metionina es a nivel post-transcripcional (Surdin-
Kerjan y col. 1976 § Cherest y col. 1973b ; Surdin-Kerjan y col. 1975) .

Spence y col. (1967) y Lipinski y col. (1976) han estudiado un ti-

po de mutante : el mutante sai-l . Esta mutacién provoca un fenotipo de
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inhibicién del crecimiento celular por concentraciones sxtracelulares
de SAM del orden de 0,05 mM ., Estos mutantes son indistinguibles del
parental en ausencia de S5AM externa , la inhibicién por este metaboli-
to es eliminada por metionina . La mutacién sai-l es monogénica y ya'
que praovoca un fenotipo de inhibicién de algunos_tranSportes activos ,
disminucidn del contenido de polisomas e inhibicién de sintesis de ARN
y ribosomas , Qipinski cree que causa una lesién en el metabolismo ener-
gético . Aungque de manera no conocida , parece evidente el papel regula-
dor de la SAM ,

Lor y Cossins (1972) han descrito una regulacién por metionina
de las enzimas de la ruta del tetrahidrofolato . La metionina ejerce uns
potente represién sobre el enzima S-metil-tetrahidrofolato-homocisteina
metil transferasa , codificada por el gen MEIS . Esta represidn no se
ejerce sobre otras enzimas de la ruta : Tetrahidrofolato-metilen reductz-
sa , Formiltetrahidrofolato sintetasa y Serina-Hidroximetil transferasa .

Paralelamente , se hall8 cque la metionina tiene un efecto inhibi-
dor sobre la actividad del enzima Metilen~tetrahidrofolato reductasa y
no sobre los otros enzimas . No hay estudios posteriores de la conexién
de esta regulacién por metionina sobre la fabricacién de S5-metil-tetra-
hidrofolato con los otros sistemas de regulacién anteriormente descritos

La sintesis de treonina , a partir de homoserina , estd poco estu-

diada . Dos enzimas transforman la homoserina en treonina : Homoserina
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quinasa (ATP:L-Homoserina-O-Fosfotransferasa EC 2.7.1.39) y Treonina
sintetasa (0-Fosfohomoserina fosfo-liasa EC 4.2.99.2) . Unicamente
la primera esté sometida a inhibiciédn v quizés represifn por treoni-
na (Robichon-Szulmajster , 1967a) .

La figura I-9 resume la regulacién de la ruta de biosintesis de

metionina y treonina en Saccharomyces cerevisiag .
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ABREVIATURAS USADAS EN LA FIGURA ANTERIOR

ASP : Acido aspértico

ASP-P : Aspartil-r;osfato

ASA : Aspartato-semialdehido
HS : Homoserina

HS-P : Homoserina fosfato

TRE : Treonina

0-AcHS : O-Acetil Homoserina
HMC : Homocisteina

APS : Adenosil-5°-fosfo-sulfato
.PAPS t 3°-Fesfo-adenosil-5 ~fosfosulfato
MET : Metionina

SAM : S-adenosil-metionina



I.4.- SINTESIS DE LISINA EN SACCHAROMYCES CEREVISIAE .-

La biosintesis de lisina en organismos superiores procede a través
del &cido aminoadipico , a diferencia de la sintesis de lisina en pro-
cariotas , gue empieza en el aspartato semialdehido y acaba en lisina,
a través del 4cido diaﬁinopimélico . La figura I-10 representa la ruta

de biosintesis de lisina en Saccharomyces cerevisiae y su probable re-

gulacién . La tabla I-8 expone la relacifn gen-enzima de ssta ruta .
Han sido varios los investigadores que dedujeron la ruta de bio-

sintesis de lisina en levaduras empleando cepas de Saccharomyces cerevi-

siae o de Candida utilis . Con todo , adn hay pasos enzimdticos donde no

se conocen mutantes , seguramente debido a la dificultad de ensayo bio-
quimico que representan .

La biosintesis del &cido 2-oxoadipico , presenta una serie de co-
rrelaciones con la formacién del &cido 2-oxoglutdrico en el ciclo de los
4cidos tricarboxilicos (Bhattacharjee y col. 1967 , Hogg y col. 1968) .
Bhattacharjee y col., (1967) también demostraron que los mutantes en los
genes LYS512 y LYS1ll acumulaban homocitrico , homoaconitico y homoisocitri-
co . Por comodidad los mutantes auxotr6ficos para la lisina se clasifica-
ron en dos grupos , los que reguerian lisina estrictamente y los que re-
querian lisina o &cido aminoadipice (Bhattacharjee y col, 1972) . Este
mismo autor y sus colaboradores obtuvieron otros mutantes (1957,1968)
del segundo grupo y estudiaron los metabolitos que se acumulaban en sus

pooles , pressnténdose tres grupos bien definidos : mutantes lys7 , lys8



- TABLA I-8 -

RELACION BEN-ENZIMA EN LA RUTA DE BIUSINTESIS DE LISINA

DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

ETAPA GEN ENZIMA

1 Homacitrato Sintetasa

2 LYS? Homocitrato Dehidratasa

3 LYS4 Homoaconitato Hidratasa (EC 4.2.1.3)
LYS8
LYS10
LYS6
LYS16

4 LYS12 2=Hidroxi-3~Carboxiadipato deshidrogenasa
LYS11 (Homoisocitrato deshidrogenasa)(EC 1.1.1.87)

5 Oxalglutarato descarboxilasa

6 Glutémico-~-«-Oxoadipico transaminasa

7 . {~-Adenil-«~Aminocadipico sintetasa

8 § ~Adenil-d-Aminoadipico reductasa

9 LYS2 2-Aminoadipato-Semialdehido deshidrogenasa
LYSS (EC 1.2.1.31)

10 LYS9 Sacaropina deshidrogenasa (EC 1.5.1.9)
LYS13 (NAD , Glutamato como producto)

LY814




- TABLA I-8 (cont.) -

ETAPA GEN ENZIMA
11 LYS1 Sacaropine deshidrogenasa (EC 1.5.1.9)

(NAD(P) , Lisina como producto)

LYS15 No conocida
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que acumulen homocitrico y homoaconitico y mutantes lysl2 que acumu~
lan homocitrico , homoaconitico y homoisocitrico .
Shina y col. (1970) demuestran que el paso desde &cido «—eminoadi-
pico a «-aminoadipico-J-semialdehido implice tres reacciones diferentes :
a) Activacién del eminoadipico a aminocadipico-Jd-adenilato .
b) Reduccién de éste a o~aminoadipico~ i-adenil-semialdshido .
c) Hid;ﬁlis;s de este Ultimo para dar AMP y o~aminoadipico-é-semialde-
hido .

Los mutantes en los genes EIEE y E!§§ posesn las actividades pri-
meras y segundas , pero carecen de la actividad hidrolitica . Estos dos
genes no estdn ligados entre sf y controlan la misma etapa . Aunque
Strassman y col. (1964) han demostrado la sintesis enzimética del écido
homocitrico en levaduras , no se han encontradoc mutantes en este gen

en S. cerevisiae , aunque si en Saccharomycopsis lipolytica ( Gaillar-

din , 1979) . Jone y Brogquist (1965,1966) y Saunders y Broguist (1966)
han descrito mutantes del grupo I afectados en la sintesis de sacaropi-
na y en la ruptura de ésta a lisina més 2-oxoglutérico . Queda indeter-
minado el papel del &cido oxalglutdrico , en la sintesis de lisina por

Saccharomyces cerevisiae (Bhattacharjee , 1969) . Los estudios de Glass

y col. (1971) en Rhodotorula glutinis han conducido a la obtencidn de

los mismos tipos de mutantes descritos en Saccharomyces cerevisiae .
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A diferencia de la ruta de biosintesis de metionina y treonina ,
no es muy conocida la regulacién de la biosintesis de lisina en S. cere-

visiae , aunque hay una serie de datos obtenidos con Candida utilis .,

En 1967 , Maragoudakis y col, utilizando un mutante lysd que ex-~
cretaba dcido homocitrico , estudié la relacién entre concentracién de
lisina en el medio y el &cido homocitrico excretado , viendo que la ex-
crecién aparece sélo cuando la concentracién de lisina en el medio es
baja ; postularon un papel regulatorio de la lisina sobre la homocitrato
sintetasa . Tucci y Ceci (1972a) purificaron este enzima en S. cerevisiae
separando dos tipos de actividad enzimdtica , que ss presentaban en can-
tidades aproximadamente iguales a lo largo de las distintas fases de cre-
cimiento . Un tipo de actividad , parece‘més sensible a represién por li-
sina que la segunda , Sin embargo , el efecto inhibidor de la lisina so-
bre las dos actividades es bastants escaso , tanto in vivo como in vitro
Aungue previamente se habia demostrado gue la adicién de lisina 0,2 mM
al medio reduce aproximadamente al 50% la incorporacién de acetato radiac-
tivo en lisina (Tucci , 1969) , las dos isoenzimas de la homocitrato des-
hidrogenasa presentan una inhibicién por lisina 20 mM del 58% y el 95%
in vivo e in vitro , respectivamentes . Por tanto hay una inhibicién de
la sintesis de lisina a concentraciones mucho menores de las precisas si
la homocitrato sintetasa fuese el enzima regulador de la ruta .

En un trabajo posterior , Tucci y Ceci (1972b) demostraron gue hay



-24 -

una etapa posterior a la sintesis del &cido aminoadipico , en la que se
se regula verdaderameshte la ruta , quedando la homocitrato sintetasa co-
mo un punto de regulacién no muy sensible . Ya que este tipo de regula-
cién es tipico de rutas ramificadas , Tucci y Ceci disefiaron un experi-
manto para probar esta posibilidad , con resultados negativos , éalvo
gue el segundo producto teéricamente derivado del aminoadipico no sea
esencial para el crecimiento o pueda sintetizarse por otra via ,

No hay nada establecido sobre este punto de control , ya que la
sacaropina deshidrogenasa no parece admitir inhibicién por lisina (Fu-
jioka y col. 1972) . Recientemente , Gaillardin y col. (1979a) han de-

mostrado que en Saccharomycopsis lipolytica , la sacaropina deshidroge-

nasa estéd sometida a represién por lisina especificamente y por un sis-
tema general de control que afecta a la sintesis de enzimas de rutas bhio-
sintéticas de aminodcidos , andlogo al existente en S. cerevisiae (wolf-
ner y col. 1975 ; Pierard y col. 1979 ; Messenguy y col. 1977).

En Penicillium chrysogenum , Luengo y col. (1980) encuentran gue
la actividad homocitrgto sintetasa es inhibible y represible por lisina .

A pesar de lo dicho anteriormente sobre el dudoso papel regulador
de la homocitrato sintetasa , hay una serie de evidencias en mutantes

de Saccharomyces cerevisiae resistentes a S-2-aminoetil-cisteina e Hi-

droxilisina (Sinha y col. 1971 ; Gray y col. 1976 ; Haidaris y cbl. 1977)

y mutantes de Saccharonzgggsis lipolytica resistentes a 4,5~-transdehidro-
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lisina (BGaillardin , 1975 ; Gaillardin 1979b) . Estos mutantes tie-
nen un fenotipo sobreproductor de lisina y se ha comprobado bioqui-
micamente que su homocitrato sintetasa no responde a la inhibicién

por lisina , Todo esto hace que la regulacién de la ruta de biosin-

tesis de lisina en levaduras , no esté totalmente aclarada .
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I.5.~ REGULACION DEL METABOLISMO PRIMARIO . OBTENCION DE MUTANTES DES-

REGULADOS .~

Las rutas del metabolismo primario estdn implicadas en la biosin-
tesis de moléculas esenciales para el crecimiento , Estas rutas suelen
ser idénticas o muy similares en amplios grupos de microorganismos ,
aunque difieren en su regulacién .

Los estudios sobre regulacién del metabolismo primario , se han

llevado & cabo en una serie de microorganismos (Escherichia coli , Sal-

monella typhimurium , Bacillus subtilis , Pseudomonas aeruginosa , Pseu-

domonas putida , Neurospora crassa , Aspergillus nidulans , Saccharomy-

ces cerevisiae)generalmente no utilizadas industrialmente , pero de la

regulacifn de su metabolismo se han derivado una serie de principios fur-
damentales ,

En los comienzos de los estudios de las fermentaciones industriales
se pensf més util para el aumento de produccién , la adicién de precurso-
res al medio de cultivo , que la mejora genética . Sin embargo , estas
adiciones no suelen tener éxito y actualmente se tiende a modificar los
mecanismos de regulacidn gue actuan sobre la sintesis y actividad de los
enzimas (Demain , 1973 ; Demain , 1980 ; Nakayama , 1976) .

Existen cuatro mecanismos principales de regulacién de la actividac
enzimética :

a) Modificacién de la actividad enzim&tica por fosforilacién y desfos-



forilacién .

b) Activacién o inactivacién proteolitica de las enzimas .

c) Activacién por moléculas no unidas covalentemente o que actuan
como pequefios coactivadores ,

d) Retroinhibicién ,

Este Gltimoc tipo de control es el mds importante dentro de las ru-~
tas de biosintesis de aminodcidos y actua sobre el primer enzima de la
ruta , Si la ruta de biosintesis es ramificada , la retroinhibicién a-
fectard al primer enzima de la ruta comin y al primer enzima de cada ra-
mificacién ,

Sin embargo , los productos finales pueden comportarse de diferente
forma en cuanto a su capacidad de inhibicién saobre el primer enzima de
la ruta . En un tipo de regulacién , ambos productos finales han de es-
tar presentes para ejercer efecto inhibidor (inhibicién concertada o
multivalente) ; este es el caso de la biosintesis de lisina , treonina

y metionina por las bacterias de los géneros Brevibacterium y Corynebac-

terium ; una auxotrofia que conduzca a la desaparicién de uno de los

productos finales , disminuye totalmente la inhibicién de la ruta ,
siendo quizés el casoc m&s sencillo de desregulacién .

En otro tipe de regulacién , sl efecto inhibidor de cada produc-
to final es aditivo (inhibicién acumulativa o aditiva) o bien el paso

primero de biesintesis est4 llevado a cabo por tantas iscenzimas como
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productos finales hay y cada producto final regula una de estas isoen-
zimas , este es el caso de la sintesis de lisina , metionina y treoni-

na en Escherichia coli y le sintesis de amino&cidos aromdticos en Sa-

ccharomyces cerevisiae (Meuris 1967 , 1969) .

La regulacién de la éintesis enzimética-se ejerce en la biosinte-
sis de aminodcidos a través de los aminoacil—AHNt que actuan como core-
presores de una proteina aporepresora . En rutas ramificadas puede dar-
se el fendmeno de represién concertada (el represor necesita para ser
activo , la unién de todos los corepresores finzles) o represién acumu-
lativa (el complejo aporepresor mds uno de los productos finales sélo
es parcialmente activo como represor , y necesita la unién de los demds
corepresores para volverse totalmente activo) .

Ademés de las etapas gque controlan la velocidad de una ruta , e~
xisten otras que limitan la velocidad de la ruta , aungue no la contro-
lan . La determinacién de estas etapas es de gran importancia en la elec-
cién de un microorganismo con fines industriales (Hiitter , 1979) .

La forma més genzral de obtener mut ntes desregulados es la selec-
cidn de mutantes resistentss a andlogos tdxicos del producto final ., Es-
tos mutantes estdn afectados a nivel de sintesis o de actividad de enzi-
mas reguladoras y superproducen el producto final natural , Como ruido
de fondo , se obtienen otros mutantes resisteﬁtes , generalmente alfera-

dos en la permeabilidad para el andlogo téxico . En la tabla I-9 se re-



cogen algunos anélogos de aminoécidos usados corrientemente .

Un método alternativo para desensibilizar un enzime a la retro-
inhibicién por el producto final es conseguir revertientes a partir
de mutantes que carezcan de este enzima . Con cierta frecuencia , pue-
den obtenerse revertientes cuyas enzimas tengan en sus secuencias de
aminodcidos alteraciones , cue recuperen la actividad pero impidan la
retroinhibicién por el producto final (Reh y col. 1969 ; Demain y col.
» 1966) .

En el cesoc de que el metabolitoc deseado sea un intermediario de
una ruta o un producto final de une rute ramificada , la introduccién
de otras auxotrofias ayudan a la acumulacién del producto buscado . Va-
rios casos de este tipo se muestran en la figura I-11l , dfnde se sefialan
las auxotrofias introducidas y los metabolitos que deben acumularse ,
si el mutante estd mal alimentado (Demain , 1972) .

Lo expresado anteriormente es aplicable a todos los casos de pro-
duccién de metabolitos primarios y a muchos casos de metabolitos secun-
darios , aunque en estos Gltimos la aplicacién de los métodos anterio-
res se ve limitada por el desconocimiento de la ruta de biosintesis y
del estado de idiofase (fase del cultivo en la que tiene lugar la sin-
tesis y excrecién de metabolitos secundarios) .

Una caracteristica gue aumenta la produccién de un determinado

metabolito es la alteracién de las barreras de permeabilidad que difi-
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ANALOGOS DE AMINOACIDOS MAS COMUNES

AMINOACIDO ANALOGD

Fenilalanina p~Fluorofenilalanina , tienilalanina
Tirosina p-Fluorofenilalanina , D-triptéfano
Triptéfanc S5-Metiltriptéfanc , S-Metiltriptéfanc .
Histidina 2-Tiazoalanina , 1,2,4~Triazol-3-Alanina
Prolina 3,4~Dehidroprolina

Valina A-Aminobutirico

Isoleucina Valina

Leucina Trifluoroleucina , 4-Azaleucina

Treonina « —Amino-p-~Hidroxivalérico

Metionina Etionina , Norleucina , y-metilmetionina

Arginina Canavanina
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cultan la salida del metabolito superproducido (papel de la biotina
en las fermentaciones productores de &cido glutémico o lisina) .
Mparte de los mecanismos regulatorios descritos anteriorwments

conviene resefiar la existencia en Saccharomyces cerevisise y otras

levaduras de un mecanismo general de regulacién , en la sintesis de
aminoécidos ,, cuyo sentido no esté totalmentes aclarado (Delforge y
col. , 1975 § Miozzeri y col. , 1978 ; Wolfner y col. 1975) . Segin
el trabajo de Wolfner y col. las células de levadura en un medio de
hambre para cualquiere de los eminoécidos arginina , histidina , 1li-
sina o triptéfeno desreprimen concertadamente la sintesis de los en-
zimas biosintéticos de estos aminodcidos . Estos autores , describen
dos tipos de mutantes , alterados en este control . Mutantes sas in-
cepaces de desrepresidn y con un fenotipo de supersensibilidad a andé-
logos de aminoécidos y mutantes tra , con flenotipo de desrepresién
continua y al mismo tiempo termosensibdilidad en el crecimiento , de
modo que estos mutantes se estacionan a 379C cdmo células sencillas y
sin yemas o Parece que la informacién sobre el estado de biosintesis
de aminodcidos es uno -de los requisitos para cm.nzar el ciclo celu-

1ar;



I.6.~ OBJETIVO Y ESTRATEGIA DE NUESTRO TRABAJO .-

El objetivo de nuestro trabajo consiste en la obtencién y estudio

de mutantes de Saccharomyces superproductores y excretores de lisina ,

treonina y metionina ,

La levadura es un subproducto muy importante de grandes industrias
dedicadas a la fabricacién de cerveza u otras bebidas alecohflicas , es
cultivada en gran cantidad para su empleoc en panaderia o en fermentaciones
productoras de alcohol ; por Gltimo , existen plantas industriales dénde
la levadura son usadas , ellas o sus subproductos , como correctores ali-
menticios en piensos . En la tabla I-10 representamos una estima de la
produccifn en 1977 de levaduras , tanto de panaderias como de levaduras
secas (cervecerias , destilerias , etc.) , que da idea de la importancia
de este mercado .

La levadura usada para slimentacién animal es un poco més pobre
en metionina que la harina de soja y més pobre en treonina , metionina
y lisina que la harina de pescado (Tablas I-4 y I-5) . Es importante ,

modificar genéticamente cepas de Saccharomyces cerevisiee , a fin de au-

mentar sus contenidos en estos aminoécidos , consiguiendo asi biomasa
abundante y enriqguecide en aminodcidos esencieles en la dieta ., Estas
levaﬂuras pueden seguir teniendo su primitivo interés industrial (cer-

veceria , alcohol) peroc su valor econémico serfia mucho mds alto . La in-



- TABLA I-10 -

PRODUCCION DE LEVADURAS EN EL ANO 1977 (Ton. peso seco)

Origen Levadura panaderias Levadura seca
Europa 74,000 166,000
América del Norte 73.000 53.000
Oriente 15,000 25,000
Inglaterra 15,5800 -—
América del Sur 7.500 2.000
Africa 2,700 2.500

(H. J. Peppler , 1979)
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troduccidn de estas caracteristicas en levaduras de panaderia resulta-
ria también en un pan més enrigquecido .

Comenzaremos con la obtencidn de mutantes superproductores de
aminodcidos selecciondndolos bien por su resistencia a etionina (and-
logo de la metionina) 0o a tialisina (anélogo de la 1isina) « En la fi-
gura I-12 representamos la férmula de estos aminodcidos y sus andlogos.

La-etioﬁina puede sustituir a la metionina en las reacciones meta-
bdlicas , suprimiendo el crecimiento celular , afectando la transferen-
cia de grupos metilos y la sintesis de proteinas (Singer y col. 1978) .
La tialisina actua como andlogo estructural y no metabolizable de la li-
sina y produce una represién y/o inhibicidn permanente de la biosintesis
de este aminoédcido .

La obtencidn de estirpes superproductoras de treonina se intentd
por reversién de una estirpe sin actividad aspartogquindsica , Entre los
revertientes se buscaron aquellos gue también habian perdide el control
regulatorio del enzima .

Otras aproximaciones experimentalas como la obtencidén de mutan-
tes con proteinas enriquecidas en un determinado aminodcido (Momose y
col. 1978) , etc. son factibles pero no han sido utilizadas aqui .

Los mutantes obtenidos se caracterizaron genéticamente (nGmero y
caracteristicas de los genes implicados en el proceso) y fisiolégicamen-

te (cantidad de aminodcido excretada y/o almacenada en el pool , cindtica



de aparicién del aminodcido en medio liquido) .
Como final ss logrd la obtencidn de estirpes superproductoras
de dos aminodcidos distintos , por recombinacién entre dos parentales

productores de un solo tipo de aminodcido .
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MATERIAL Y METOOO0S




1I.1.~ MICROORGANISMOS UTILIZADOS .-

En la realizacidn de este trabajo se han utilizado las estirpes
de coleccidn que a continuacidn detallamos , Junto con su genotipo y

procedencia (Tabla II-1) .

- TABLA 1II-] -

Estirpe - Genotipo Origen
F3 « thr4 G. R. Fink
FS o ade2-1 G. R, Fink
F6 2 ade2-1 G. R. Fink
F19 & lys2 G. R, Fink
F16 o« hisd ade2-1 can’ G. R. Fink
MCA0 8/a lysl/1lysl M. Culbertson
MC197 a edel trpl ura3 his2 ergd metld lys2 M. Gulbertson
MC215 «* thrl argl M, Culbertson
MC25 2 inol-13 inod4-8 M., Culbertson
XK36A « hisd leul kerl-l nys J. Polaina
D2862A & adel hisl I. Lépez
XJB318 « met6 gal2 ¥. 8. S. C,
XJB310 a met6 gall gal?d Y. G. 8. C,

X2180-~1D A SUC mal gal2 CUP1 Y. G, 5. C.




X2180-1A

Estirpe Benotipo Procedencia

2 SUC mal gel2 CUP1 Y. G. S. C.

STX13-2A « ilvl lysl adeS5,7 arclD met8 urad Y. G. S. C,

§2207A < hom3 gal2 his6 ura3 Y. 6. 8, G,

SL2103A o« hisS-2 lysl-l trpl-l arg7-1 ilvl-l Y. G. 8. C.
lsu2~-l ade3-26 metB-1

5307-13D ;( met2 leu2 lys? trpl urad Y., GB. §. G,

Y. 6. S. C. ¢ Yeast Genetic Stock Center



Para la determinacidn por bioensayo de la metionina , se utilizé

Pediococcus cerevisiae (Leuconostoc mesentercides) P60 de la Coleccién Espa-

fiola de Cultivo Tipos .

1l.2,- MEDIOS DE CULTIVO .-

YPD .- Medio rico

Extracto de levadura 10 g/1
Bacto-Peptona 20 g/l
Glucosa 20 g/1

M .~ Wedio minimo

Sulfato aménico 2 g/1
Fosfato monopotésico 0,875 g/1
Fosfato bipotédsico G,125 g/l
Cloruro sédico u,1 g/1
Cloruro célcico 0,076 g/1
Sulfato megnésico 0,5 g/l
Biotina 2,0 mg/1
Piridoxamina 0,4 mg/l
A. Pantoténico ' 0,4 mg/l
Tiamina : , 0,4 mg/1
A. Bérico 0,01 mg/1
Sulfato cdprico . 5 HZD 0,01 mg/1
Ié8duro potésico 0,1 mg/1
Cloruro férrico . 6 H20 0,05 mg/1
Sulfato de zinc . 7 H,0 0,07 mg/1
Glucosa 20 g/l

E1l medio minimo se suplementa con los requerimientos auxotréfi-
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cos adecuados a razén de 40 mg/l . £1 pH se ajusta a 5,5 .

GNA .~ Medio de preesporulacidén

Extracto de levadura 8 g/l
Bacto-FPeptona 3 g/1
Glucosa 10C g/1

SP0 .- Medio de esporulacién

Acetato potdsico 10 g/1
Extracto levadura 1g/1
Glucosa c,5 g/1

Todos los medios anteriores se solidificaron con agar Oxoid num. *
a concentracién de 18 g/l y se esterilizaron a una atmdsfera de sobreprz-

5ibn durante 20 minutos .
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II.3.~ MUTAGENESIS CON N-METIL-N~NITRO-N-NITROSOGUANIOINA (NB) .-

Se fealiza en fase exponencial (cultivo de 18 horas , crecido
en agitacidn a 282C) , Una alicuota de 5 ml. de cultivo se lava y
resuspende en tampfn Tris-Maleico 0,1 M , pH 5,5 , de aguf se toman
alicuotas para cédlculo del nimerc total de células . Se afiade NG has-
ta una concentracién final de 0,1 mg/ml. Incubar 15 minutos a 282C ,
en reposo y oscuridad . Centrifugar durante 15 minutos a 5,000 r.p.
m. Lavar dos veces , con tampén fosfato 0,1 M , pH 7 , y resuspender
en 5 ml. de este tampén . De aquf se toman alicuotas para medir super-

vivencias y para sembrar en los distintos medios .

11.4,- MUTAGENESIS CON ETILMETANOSULFONATO (EMS) .-

Sobre cultivos en fase estacionaria . Una alicucta de 10 ml, se
lava y resuspende en 10 ml, de tampén fosfato 0,1 M , pH 8,0 . De aqui
se toman alicuotas para conteo de ndmero total de células , Se afiede
EMS hasta una concentracién final del 3% , agitando vigorosamente .
Incubar una hore a 282C , Lﬁ mutagénesis se para lavando una vez con
una solucién de tiosulfato sédico al 10% (esterilizado por filtracién
y preparado fresco) y dos veces con tampén fosfato , las células se
resuspenden en un volumen de 10 ml. y se toma una alicuota para con-

teo de supervivencia ,



II.5.- FORMACION Y AISLAMIENTO DE DIPLOIDES .-

Los diploides se forman mezclando los dos sexos opuestos sobre
una placa de YPD . Los zigotos se suelen observar al microscopio al
cabo de seis horas , 81 las auxotrofias de las estirpes parentales se
complementan , los diploides se aislan en medio minimo . En caso con-

trario , los zigotos se aislan por micromanipulacion .

I1.6.- ESPORULACION Y DISECCION DE LAS ASCAS .-

Se crecen los diploides en medio GNA durante 24 horas y luego se
pasan a medio SP0 , Al cabo de tres dias o cuatro se observan al micros-
copioc abundantes ascas ,

A una suspensién de &stas células en 0,3 ml. de agua estéril se
afiade una gota de glusulasa y tras , aproximadamente , diez minutos pue-
de verse al microscopio gue las ascas comienzan a disgegrarse ., Se dilu-
ye con 1 6 2 ml., de agua estéril para detemer la .accién de la glusulasa
y la mezola se lleva a placas de YPD , dfnde se micromanipulan (R. K.

Mortimer , 1969) .

II.7.- DETEAMINACION DE AUXOTROFIAS Y SEXO .-

Las auxotrofias se determinan por réplica con terciopelo sobre

los distintos medios . El sexo , cruzando la cepa de sexo desconocido
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con dos estirpes de sexo g y alfa respectivemente . En nuestro caso ,

se utilizaron X2180-1A y X2180-10 (estirpes silvestres tipo) .

II.8.~ TRANSFERENCIA CITOPLASMICA DESDE UNA ESTIRPE A OTRA USANDO EL

MUTANTE karl-l .-

Se emplea fundamentalmente el protocolo descrito por Conde y
Fink (1976), .

La estirpe cuyo citoplasma se quiere transferir , se cruza con
una estirpe de sexo opuesto , petite y portadora de la mutacifn karl-l .
Tras la conjugacién , se seleccionan colonias con las caracteristicas
auxotroficas del nuclec del parental kaerl-l y ademés no petite ( capa-
ces de crecer en glicercl como (nica fuente de carbong) . Estas estir-
pes tienen un citoplasma mezcle de ambos parentales .

En un segundo paso , una de estes estirpes se cruza con la estir-
pe receptora de citoplasma , que se ha hecho previamente petite usando
bromurc de etidio . Se seleccionan clones con las auxctrofias del ndcleo
de la estirpe receptora y citoplasma mezcla de ambos perentales .

Los zigotos de todos estos cruces son seleccionados en la mezcla

conjugante por micromanipulacién .



II.9.- NOMENCLATURA DE ESTIRPES DIPLOIDES Y SUS DERIVADGS MEIOTIGOS .-

Hemos nombrado con las iniciales MDX o JGX , seguidas de uno o
dos nimeros , a las estirpes diploides obtenidas a lo largo de este
trabajo y utilizadas en sl estudio genético de las mutantes excreto-
res.

Los derivados meidticos de sstas estirpes , se han nombrado con
las iniciales dél diploide dénde provienen m8s un nimero y una letra
que indican la tetrada y la espora de la que procede concretamente la

estirpe en cuestidn .

I1.10.~ DETERMINACION DE LA EXCRECION POR TEST DE ALIMENTACION CRUZADA .-

La excrecién se determind en medio sélido , usando un test de ali-
mentacifn cruzada donde se probaba si una colonia del presunto excretor
era capaz o no de alimentar a un césped auxotrofico pafa un reguerimien-
to determinado .

Para ello , sobre placas de medio minimo con los requerimientos
necesarios y bien secas , se extiende con pipeta un césped auxotrofico
a una concentracién de 106 celulas/placa , E1 césped se fabrica a par-
tir de un indculo crecido en YEPD hasta fase estacionaria y diluido 100
veces en agua estéril . Una vez extendido el césped y seca la placa ,
se siembran con palillos las colonias a probar . En caso de excrecidn

se observa un halo de crecimiento del césped alrededor de la colonia
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excretora , generalmente a las 48 horas . Este halo es visible a simple
vista , aungue normalmente se utiliza una lupa para verlo méjor . Es ne-~
cesario ajustar el pH del medio hasta aproximadamente pH?7 para evitar
fendmenos Killer , que alteran totalmente los resultados .

La eleccidn de la estirpe auxotrofica que se utiliza como césped
es muy importante ya que puede dar lugar a distintos resultados experi-
meéntales ; No ;arece que el sexo del césped sea importante ya que en el
medio donde se prueba le excrecidén (medio minimo) no hay fendmenos sig-
nificativos de conjugacidn entre la estirpe excretora y el césped , con
crecimiento de los diploides , En cambio , si'es muy importante la mayor
0 menor limpieza de la auxotrofia del césped . E1 uso de céspedes bradi-
trofos (con auxotrofias no muy estrictas) permite detectar umbrales més
bajos de excrecién , usando céspedes perfectamente auxotroficos se se-~
leccionan excretores con niveles de produccién més alto . Particular-
mente en el caso de los excretofes de metionina , tres tipos de céspe-
des se han utilizado :

‘a) La estirpe XJB31D , mutada en el gen MET6 . Esta estirpe es perfec~
tamente auxotrofica y muy estricta en la seleccifin de excretores ,
habiendo varios excretores débiles que no pueden alimentarla .

b) La estirpe STX13-2A , lleva una auxotrofia en el gen MET8 y requie-

re metionina u homocisteina . Un excretor capaz de alimentar este

césped podria excretar homocisteina , sin embargo nunca se ha de-



tectado homacisteina en los andlisis de los exudados por cromato-
grafia de gases . Esta estirpe muestra un clarc carécter braditro-
fo cuando se siembra en un medio sin metionina . Como césped se
emplea mucho mds diluido que la estirpe anterior y es capaz de
detectar excreciones més débiles .
c) Estirpe 5307-13D0 , lleva una mutacién en el gen MET2 , requiere
metiénina?u homocisteina ., De caricter braditrofo intermedio en-
tre las dos estirpes anteriocres .
Para detectar la excrecién de lisina o de treonina , se emplearon
respectivamente las estirpes MC40 (a/a 1lysl/lysl) y MC215 (thrl argl) .

Ambes son muy limpias en sus requerimientos .

II.11.~ DETERMINACION DEL PESO SECO .-

Se calcula pasandoc 50 ml. de cultivo por un filtro Millipore de
0,45 u de didmetro de poro . Se lava pasando 100 ml. de agua destilada
y el filtro con la biomasa retenida se seca en una estufa a 452C hasta
peso constante , La diferencia entre el peso inicial y final se toma

como peso seco .

IT.12.- OBTENCICN DE LOS EXUDADOS Y POOLES .-

Los aminoé&cidos libres del exudado se determinan a partir de una



alicuota de medio de cultivo centrifugado y filtrado a través de un
filtro Millipore . €1 pool se extrae tratando eproximadamente 300 mg
(en peso himedo de biomasa) con 10 ml. de agua destilada , precalenta-
da a 100%C , en un tubo cerrado . Se mantiene a Bafo Maria durantes 15
minutos , Pasado este tiempo , se centrifuga y filtra por Millipore .
Exudados y pooles se conservan congelados hasta el momento de su medi-

da ,

I1,13.- DETERMINACION DE LISINA .-

La produceién de lisina en el caldo de cultivo se determind por
la técnica de‘Chinard (1952) . Este método se basa en la reaccién de
la lisina y algunos otros aminoicidos (prolina , ornitina) con la nin-
'hidrina en medio 4cido . A 1 ml. de problema se le afiade 1 ml, de Aci-
do acético glacial y 1 ml. de solucién &cida de ninhidrina (0,4 ml. de
&cido fosférico 6M , 0,6 ml, de dcido acético y 25 mg. de ninhidrina) ,
preparada diariamente , Los tubos se cierran y la reaccifn tiene lugar
calentando a Bafio Maria , durante una hora ., Se para , enfriando los
tubos y ajustando su volumen hasta 5 ml, con Acido acético glacial frio.
El blanco se prepara sustituyendo el problema por 1 ml, de agua destila-
da . El1 color resultante se lee a 540 rnm. E1 método es lineal desde 10
a 80 mg/l de lisina monoclorhidrato . E1 error de distintas medidas de

la misma muestrs oscila sobre el 1% ,



11.14,- DETEAMINACION DE L-METIONINA .-

Debido a las pequefias cantidades de L-Metionina presentss en el
extracto crudo , pocles y exudados de las cepas axbretoras , se midié
ésta por el método biolégico , recomendado por la casa Difco (manual

Difco , 5% Edicién) gque usa una cepa de Pediococcus cersvisiae PGE0

ATCC 8042 , A S ml. del medio rehidratado (105 g/l) se le afiade dis-
tintas alicuotas del problema y agua destilada , hasta un volumen de
10 ml. y se inocula con dos gotas de un cultivo de P. cerevisiae , di-
luido en solucién salina . Se incuba a 372C , durante 24 horas , luego
se determina el crecimiento midiendo turbidez a 560 nm. E1 método es

lineal desde 0,0 hasta 50 ug/10 ml. de mezcla final .

II.15.~ DETERMINACION DE TREONINA Y HOMOSERINA .-

Estos dos amino&cidos se determinaron por cromatografia de gases
, en un cromatografo Perkin-Elmer F11 , segin el método de Roach y Gehr-
ke (1969a , 1969b) modificado por Gehrke y col. (1971) .

A la muestra a analizar se le afiade como control interno 1 ml. de
una solucién de Norleucina (lmg/ml) y se lleva , si procede , hasta un
volumen de 20 ml. con agua destilada ., Esta mezcla se pasa por una co-
lumna de Amberlita CG 120 AR , en forma protonada , con un flujo de 1
a 2 ml/min. Se lava con 70 ml. de agua destilada para eliminar molécu-

las no pegadas a la resina . Los aminofcidos se eluyen con 25 ml, de
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hidréxido aménico 3N , seguidoc de S0 ml. de agua destilada , Este elua-
to se recoge en matraces pare rotovapor y se evaporan a 602C en atmés-
fera de nitrégeno y presién reducida ,

El residuo seco se disuelve en 10 ml., de clorhidrico 3N en n-Buta-
nol (usando bafio de ultrasonidos). Los matraces se colocan a reflujo en
bafio de aceits a 1009C durante 45 minutos ., Tras este tiempo , el resi-
duo se vuelve & disolver en el bafioc de ultrasonidos (15 segundos) y se
somete a 30 minutos més de reflujo . Luego se evapora en rotovapor en
atmésfera de nitrégeno y presién reducida , a 702C .

Las muestras se acilan afiadiendoles 5 ml., de una solucién al 25%
V/V de anhidrido de trifluorcacético en diclorometano . Esta mezcla se
lleva a un tubo de aciclacién y se tiene 5 minutos en bafio de aceite =
1509C , qusedando las muestras preparadas para ser inyectadas en el cro-
matégrafo . Usualmente se inyscta un volumen de 2 ul ,

lLLos aminodcidos son identificados por su tiempo de retencién y

calculados por la férmula

o

Concentracifn del aminoécido problema

C, : Concentracién del control interno (1 mg/ml)

>

Area del pico del aminoécido
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Ai t Area del pico control interno

Fx t Factor de respuesta relativa

Los factores de respuesta se habian hallado previamente (asi como
los tiempos de_retencidn) usando muestras puras de aminodcidos y emplear-

do la férmula

Dénde Cx y Ci son cantidades conocidas .

I1.16.~ DETERMINACION DE AZUCARES EN EL CALDO DE GULTIVO .-

La determinacidn de azicares se llevé a cabo por el método de
Dubois y col. (1951) . A 2 ml. de problema se afiade 0,1 ml, de una so-
lucién de fenol al 80% en agua destilada y 5 ml. de écido sulfilrico conr-
centrado . Se deja reposar durante treinta minutos y se lee al especto-

fotémetro a 490 nm. E1 método es lineal desde 5 a 25 mg/l de glucosa .

11.17.~ OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO PARA ENSAYOS ENZIMATICOS .-~

Se parte aproximadamente de 1,5 1. de cultivo en medio minimo ,
suplementado con los requerimientos adecuados . Cuando el cultivo se
halla al final de la fase logaritmica , se centrifuga a 10.000 r.p.m.
durante 10 minutos y se lava dos veces con tampén fosfato potédsico
0,28 pH 7.0,

Las células se resuspenden en un volumen igual de tampén y se le
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afiade aproximadamente , su mismo volumen de bolas de vidrio (0,5 mm. de
diémetroc ) . Las células se ruhpen en un agitador»de tubos , durante
seis periodos de un minuto , alternandoc cada minuto de ruptura con un
minuto de reposo en hielo (C. Gancedo , comunicacién personal) . La
eficacia de la ruptura se sigue por observacién almicroscopic en con-
traste de fase . Con este método se consiguen rupturas del 90% de las
células ,

El extracto turbio se retira con una pipeta Pasteur y se centri-
fuga a 15000 r.p.m. durante veinte minutos . El1 extracto claro resultan-
te tiene un contenido en proteina de 40~-50 mg/ml determinado por el mé-

todo de Lowry (1951) .

II.18.~ ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ASPARTO@JINASICA .-

La actividad de la aspartoquinasa se determind por el método de
Black y Wright (1955) con las modificaciones hechas por Stadtman y col,
(1961) . E1 método se basa en la medida de la formacién de un comple jo
s de color rojo , medible a 540 nm, , entre el aspartohidrozamato y el
ién férrico . El aspartohidroxamato se forma por reaccifén entre el As-
partil-fosfato (producto de la reaccién de la aspartoquinasa) y la hi-
droxilamina (uno de los componentes de la mezcla de reaccién) .

El extracto crudo , obtenido de la forma anterior , se pone a dia-

lizar toda la noche , contra tampdn fosfato potdésico 0,02 M pH 7,0 més
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merceptoetanol 0,03 M , La mszcla de reaccién contiene : ATP , 10,4 mM ;
Tris-ClH , 94 mM , pH 8,1 ; Sﬂaﬁg y 1,6 MM ; L-Aspértico , 10 mM ; Hidro-
xilamina clorhidrato 800 mM ; extracto hasta un volumen total de 2 ml, .
Se incuba a 289C , durante treinta minutos . La reaccifn se para afiadien-

do 2 ml. de reactivo de Cl _Fe (10 g. de Cl

3 Fe y 3,3 g. de écido tricloro

3
acético en 100 ml. de ClH 0,7 N) « Be centrifuga y se 1lee & 540 nm.

/

El blanco de la reacciéfn lleva sustituido el &cido aspértico pof

tampén de extraccién . La actividad enzimdtica se mantiene bastante esta-

ble durante una semana , cuando el extracto se conserva a 49C,

II1.19.- ESPECIFICIDAD DEL ENSAYO ENZIMATICO .-

l.a especificidad del ensayo enzimdtico se demuestra al suprimir en
la mezcla de reaccifn alguno de los integrantes . En todos los casos ,

se obtiene un incremento nulo de absorbancia (Tabla II-2) .

- TABLA II-2 -

Ensayo Increm, Absorbancia
Completo | 0,061
Sin ATP 0,02
6in Aspért. 0,00
Sin Extracto -0,07

Sin Sales -0,07



El incremento de absorbancia obtenido en el ensayo es proporcio-
nal a la cantidad de extracto pussto en €1 , cémo se sefiala en la fi-
gura II-1 .

La aspartoquinasa de una estirpe no desregulada , la F6 , mues-
tra inhibicién por treonina , con resultados similares a los encontra-
dos en la bibliografia ., En las mismas condiciones de ensayoc , Stadtman
y col. (1961) encuentran una inhibicién del 91% por treonina y del 2%
por metionina . Nosotros encontramos inhibicién del 96% y 3% respecti-

vamente , como se ve en la tabla 1I-3 .

-~ TABLA II-3 -

Ensayo Actividad
Control 100 %
Control 4+ 10 mM Treonina a %

Control 4+ 10 mM Metionina 97 %
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SUPERPRODUCCION Y EXCRECION DE METIONINA




II1.1.~ OBTENCION DE MUTANTES RESISTENTES A ETIONINA .-

Se utilizaron dos estirpes , F16 y F3 , para la obtencién de mu-
tantes resistentes a etionina 5 mM , E1 mutégeno empleado fue NG ., La

tabla III~l resume los resultados obtenidos para las dos estirpes .

- TABLA III-1l -

Est, N® Tot, cel/ml  %Superv. NS Resist, obt, Frec, Resist.,
-7

Fl6 2,37 10B 11,83 405 3,67 10

F3 1,69 10° 3,0 23 46,47 107

En ainguno de estos casos se obtuvieron resistentes esponténeos .
Las colonias presuntamente resistentes obtenidas en estas mutagénesis
se recrecieron en medio rico durante varias generaciones y se volvié
a probar su resistencia a etionina . Todos los clones mostraron seguir

siendo resistentes .

II1,2,~ SELECCION DE EXCRETORES DE METIONINA .-

Las colonias resistentes se probaron sobre un césped de una ce-
pa de Escherichia coli auxotrofa para la metionina , a fin de seleccio-
ner posibles excretores . Los resultados obtenidos se muestran en la
tabla III~2, Las 12 estirpes derivadas de F3 , se numeraron desde F300

a F312 y constituyeron el principal material de trabajo .



- TABLA I1I-2 =~

Est, Colonies probadas Colonias excretoras Excretores

F16 a0s 87 21,4
F3 23 12 52,2

A lo largo de este trabajo , se sustituy$ la estirpe de Escheri-
gchia coli potﬂdos estirpes de levadura auxétrofas para la metionina :
5307-13D (gggg) y XJB31D (met6) , ya que la bacteria tenia un crecimiento
muy pobre en el medio minimo de levaduras . Las dos levaduras escogides
tienen un comportamidgnto diferente en cuanto a sus requerimientos de me-
tionina : 5307-13D es menos estricta que XJB31D . Esto permite catalogar
a las estirpes excretoras segin su potencial de excrecifin en estirpes
que alimentan a los dos céspedes o solamente a uno de ellos . Esta cla-
sificacién se refleja en la tabla II1I-3 , que se refiere (nicamente a
las estirpes derivadas de F3 . Como veremos posteriormente esta clasi-
ficacifn hecha segin la potencia de excrecién estéd intimamente relacio-

nada con el comportamiento gendtico de la resistencia y la excrecién .

= TABLA III-3 -

Excretor Crecim, 5307-13D Crecim. XJB31D
F300 + -
F301 + +
F304 + -
F30S + -



- TABLA III-3 (cont.) -

Excretor Crecim. 5307-13D
F306 +
F307 . 4
F310 +
F312 4

Crecim. XJB31D

II1I.3.~ ESTUDIO DEL CRECIMIENTO DE LOS MUTANTES AESISTENTES A ETIONINA.-

Tanto el parental F3 como los resistentes a etionina derivados

de 1 , se sembraron en medio minimo (suplementado con treonina) con

y sin etionina 5 mMM y se calcularon sus parametros de crecimiento . Es-

tos datos guedan reflejados en la tabla I1I-4 , dénde se dan los vzlores

de la velocidad de crecimiento , tiempo de duplicacién y nlmero finsl de

células .,

-~ TABLA III-4 -

Estirpe Etionina th'l)

Td (h)

2
r

N¢ Final cel./ml,

F3 :
- 0,25
F301 + 0,25
- 0,29
F310 + 0,06
- 0,1

No crecimiento

2,76

2,76

2,38
11,5

0,99
0,99
0,99
0,99

0,98

2,46 10
8
1,36 10
8
1,24 10
0,94 10°

0,46 10°



~ TABLA I1I-4 -

Estirpe Etionine vih ) Td(n) r° N2 Finel (cel/m)
MDX21 + No crecimiento
- 0,27 2,56 0,99 3,210
F306 + 0,12 5,76 1,0 1,62 10°
- 0,1 69 0,9 1,710

v ¢t Velocidad de crecimiento
Td : Tiempo de duplicacién

r2 ¢ Ajuste crecimiento a una curva exponencial

El efecto tfxico de la etionina sobre la estirpe F3 se elimina por
metionina a dosis muy bajas , como se refleja en la tabla III-5 , dénde
se representa el crecimiento (como % del control) de esta estirpe , a

distintas concentraciones de etionina .

- TABLA III-§ -
Estirpe Etionina (mM) Metionina (mM) Crecimiento (%)
F3 0 | 0,0 100
F3 5 0,0 0
F3 5 0,3 30
F3 5 0,6 70
F3 5 3,0 93

Fa 5 6,0 110



-&-

I1I.4,- CUMNTIFICACION DE LA METIONINA EXCRETADA Y ALMACENADA .-

Se midleron los pooles de metionina y la metionina presente en
el medio , en cultivos crecidos durente 48 horas , en agitacién . Los

resultados se sumarizan en la tabla III-6 .

-~ TABLA III-6 -

Estirpe . Metion. Pool uM/gps Metion. Exud. uM/gps Metion. Total

F3 1,27 No detect. 1,3
F301 7,14 9,2 16,35
F310 8,2 10,2 18,4
F312 7,0 8,2 15,1
F305 3,0 No detect. 3,0
F307 2,9 No detect. 2,9

(Cada medida es media de cinco valores)

III.5,~ VELOCIDAD DE APARICION DE LA METIONINA EN EL MEDIO .-

En dos estirpes de las mayores en produccién (F301 y F310) y
una de baja produccién (F305) , se estudif la aparicifn de metionina
a lo largo del tiempo , junto con el consumo de glucosa , concentra-
cién de biomasa alcanzada y des censo de pH . Los resultados obteni-
dos se reflejan en la tabla III-? y se representan en las figuras

I11-1 , I1I-2 y I11-3 .



- TABLA III-7 -

Produceién de metionina por la estirpe F305

Tiempo (h) Biomasa (gps/1) Glucosa (g/1) pH_ Met. (uM/gps)

0 0,08 20 5,5 No det,
12 0,93 17,6 5,42  No det.
24 1,82 13,51 4,91 6,2
36 1,86 12,8 3,75 8,5
a8 1,92 11,75 3,7 6,2
60 1,90 11,6 3,71 5,7
72 1,91 11,59 3,67 5,5

Produccidn de metionina por la estirpe F310

Tiempo (h) Biomasa s/l Blucosa 1 pH Met, (uM/gps)

0 0,17 20 5,5 No det,
12 1,2 14,72 2,9 8,4
24 2,6 4,65 2,65 12,36
36 2,79 2,17 2,1 10,18
48 2,81 2,0 2,0 9,75
60 2,83 1,95 1,98 8,92

72 2,82 1,87 2,0 8,97



- §5 -

-~ TABLA III-7 (cont.) -

Produccién de metionina por la estirpe F301

Tiempo (h Biomasa (gps/1) Glucosa (g/1) pH Met., (uM/gps)

0 0,2 20 5,5 No det.
12 0,78 17,5 3,2 7,2
24 2,24 4,5 2,8 10,22
36 2,62 2,2 2,2 8,7
a8 2,61 2,12 2,15 7,7
&0 2,66 2,17 2,1 7,6
72 2,6 2,0 2,0 7,5

En todos los casos se observa que la apariciéfn de metionina esté
asociada a la fase de crecimiento y gue cuando el cultivo entra en fase es-
tacionaria hay una bajada en la concentracidén de metionina exudada , Este
Gltimo hecho ha sido reportado previamente por Antoniewski y col. (1973) .
Estos autores creen que parte de la metionina excretada ss vuelta a intro-

ducir al interior de las células por las permeasas de Saccharomyces cere-

visiae ,
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I11.6.- ESTUDIO GENETICO DE LAS ESTIRPES RESISTENTES A ETIONINA Y EX-

CRETORAS DE METIONINA .

IIT.6.1.- Relaciones de dominancia y recesividad .-

Se cruzaron los 87 clones excretores obtenidos de F16 , por la es-
tirpe F13 . Todos los diploides eran sensibles a etionina y no excreto-
res. Los clones derivados de F3 se cruzaron con F6 y F13 , todos los di-

ploides eran también sensibles a etionina y no excretores .

III.6.2.~ Anélisis meiftico de los diploides .-

Se sometieron a anélisis meiético los diploides obtenidos al cru-
zar las estirpes derivadas de F3 con la estirpe silvestre FE& . A conti-
nuacién se estudian las segregaciones obtenidas tanto para la resisten-
cia como para la excrecién .

Los cruces efectuados en este estudio genético se han recopilado
en la tabla IIIfB s que muestra para cada cruce los parentales gue en
é1 intervienen y el objeto del mismo . La tabla III-9 resume los geno-
tipos asignados a las gstirpes resistentes y a sus derivados meiéticos
utilizados en este estudio . Todo el conjunto de cruces efectuados , se

muestra en la figura I1II-4 ,



- TABLA III-9 -

GENOTIPO ASIGNADO A LAS ESTIRPES PARENTALES Y EXCRETORAS DE METIONINA ,

REFERIDAS EN ESTE ESTUDIO .-

Estirpe Genotipo
3 ’ « thra oth® MeT"C 8%Cc*
F300 e F312 « thra eth” METO C*
MDX8-10A & ade2 eth’ MgT™C ©XC
MDX9-2C @ ade2 eth’ MET™ — o
MDX7-10C & ade2 eth’ MET  C°
F16 « hisd ade2-1 eth® MET' ©
F242 o« hisd ade2-1 eth’ METSC"
F229 o« hisa ade2-1 eth’ MET "
MOX28-30 & ino” ade2-1 eth’ METT o

MDX13-14A a ade2 eth’ MET® "



- TABLA I1I-8 -

CRUCES EFECTUADUOS EN E

ESTUBIO DE LOS MUTANTES EXCRETORES DE METIONINA

CRUCE PARENTALES OBJETO DEL CRUCE

MDX6 F300 x Fé6 Segregacién resistencia y excrecidn
MDX7 F301 x FG Idem,

MDX8 F304 x F6 Idem.,

MDX9 F305 x F6 Idem,

MDX10 F306 x F6 Idem,

MDX1l F307 x F6 : Idem.

MDX12 F310 x F6 Idem.,

MDX13 F312 x F6 Idem,

MDX14 MDX7-~10C x F300 Complementacidn resistencia y excrecidn
MDX15 NDA7-10C x F304 Idem.

MDX158 MDX7-10C x F305 Idem.

MOX17 MDX7-10C x F306 Idem.

MDX18 MDX7-10C x F307 Idem,

MDX19 MDX7-10C x F310 Idem,

MDX20 MDX7-10C x F312 Idem,

MDX21 MDX7-10C x F3 Idem,

MDA22 F301 x SL210-3A Implicacién gen MET8 en la excrecidn

MDX23 F301 x XJB31lD Implicacién gen MET6 en la excrecidén



- TABLA 1I1I-8 (cont.) =

CRUCE PARENTALES OBJETO DEL CRUCE

MDX24  MDX13-4A x 5307-13D0 Implicacién gen MET2 en la excrecién

MDX25 MDX8-10A x F3 Segregacién resistencia y excrecién
MDX26  MDX9-~2C x F3 Idem,
MDX27 F242 x MC25 Idem,
MDX28 F229 x MC25 Idem,

MDX29 MDX28-3D x 5307-130 Implicacién gen MET2 en la excrecién

MDX30 F229 x SL2103A Implicacién gen MET8 en la excrecién

asaa——

MDX31 F229 x XJB31D Implicacién gen MET6E en la excrecidén

e

MDX32 MDX7-10C x F301 Complementacidn resistencia y excrecién
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III.B-S." W de !._a_ resistencia

-57 =

a stionina .~

La tabla III-10 muestra la segregacifn de la resistencia a etioni-

na en estirpes derivadas de F3 .,

- TABLA III-10 -

Cruce Ne Tetr. 4R:08 3R:1S 2R:2S 1R:35 OR:4S
MDX6 23 0 0 5 13 5
MDX?7 3i 0 0 31 0 0
MDX8 20 o 0 6 11 3
MDX9 17 0 0 3 13 1l
MOX10 29 a 8] 6 19 a
MDX11 23 0’ 0 3 13 7
MDX12 20 0 1] 20 0 0
MDX13 13 0 0 13 0 0

El anflisis meidtico separa dos grupos claramente definidos de

resistentes . Un grupo donde la resistencia segrega monogénicamente

(estirpes F301 , F310 , F312) y otro grupo donde la resistencia apa-

rece como digénica (estirpes F300 , F304 , F305 , F306 , F307) .

III ;6.4.- Complementacidn para la resistencia a etionina y excrecidn

La estirpe MOX7-10C (genotipo & ade2 eth” MET

de metionina .

®XC) , derivade del

cruce MDX7 , se utilizé para estudiar la complementacifn de la resisten-



cia a etionina entre los resistentes derivados de F3 ; Los resultados

8e registran en la tabla III-1l ,

- TABLA III-1l1 -

Estirpe ] MM + treo. MM &+ treo. + etion. Excrec,
F3 - + - -
MDX7-10C - + + +
MDX14 + + + +
MDX32 + + + +
MDX15 + + + v +
MOX1.6 + + + +
MDX17 + + + +
MDX18 + + + +
MDX19 + + + +
MDX20 + + + +
MDX21 + + | - -

Todas las estirpes diploides ,excepto el control MDX21 , muestran
ser resistentes y excretores . Esto indica , en principio , que todos
los resistentes derivados de F3 son alélicos para la resistencia ; sin
embargo , unos son monogénicos y otros digénicos . Experiencias poste-
riores aclareron este punto .

También se cruzaron los derivados de F16 resistdntes a etionina
Gon 1a estirpe MDX13-4A (a ede2 eth” MET™C) . De 73 resistentss deri-

vados de F16 , 66 de ellos crecieron en medio minimo més etionima y



aon excretores de metionina , otros siete dan diploides sensibles y
no excretores . Aparece sy por tanto , un segundo grupo de complemen-

tacién para la resistencis a etionina .

IIT.6.5.- Anélisis meiftico del segundo grupo de complementacifn .-

Las estirpes F242 y F229 , derivadas de F16 , que complementan
para la resistencia con la sstirpe MDX13-4A , se cruzaron con la sen-
sible MC25 y se analizé la segregacién para la resistencia a etionina

en cada caso . Los resultados se presentan en la tabla III-12 .,

- TABLA III-12 -

Cruce N2 Tetr. DR:4S 1R:3S 2R: 28 3R:15 4R:0S

MDX27 8 0 0 8 0 0

MDX28 15 0 0 15 0 0

Una espora derivada del cruce MDX28 y otra espora derivada del
- r  _.exc
cfuce MDX27 , de genotipos a inoc eth WMET , Se cruzaron con las
siete estirpes que forman el segundo grupo de complementacibn para la
rasistencia a etionina ; Todos los diploides resultanfes eran resisten-
tes y excretorss , lo que indica que los parentales son alélicos entre

si para la resistencia y la excrecidn .

I1I.6.6.~ Segregacifin de la excrecidn de metionina -

Los cruces efectuados entre los excretores derivados de F3 y la



sstirpe sensible F6 fueron probados también para la segregacidn de la
excrecidn de metionina (Tabla III-13) .
- TABLA 1I1-13 ~

Cruce HRes, N® Tetr. OESANE 1E:3ME 2ZE:2NE 3E:INE 4E:0ONE

MDX7, M al 0 0 31 0 o
MDX12 M 20 0 0 20 0 0
MDX13 *M * 13 0 0 13 0 0
MDX8 D 14 0 9 4 1 0
MDX9 D 11 3 5 3 1] 0
MDX10 D 19 1 6 12 | 0 0
MDX11 0 13 1l 8 a4 0 0

Res: Resistencia a etionina (M:monogénica , D:digénica)
E : Espora(s) excretora(s)

NE : Espora(s) no excretora(s)

En estos cruces hay que destacar una serie de observaciones impor-
tantaes :
a) Hay un primer grupo de excretores , todos ellos monogénicos para
la resistencia a etionina y también mondgénicos pare la excrecidn
de metionina .
b) En este grupo , resistencia y excrecién van ligadas , siendo inde-
pendientes de cualquier otra auxotrofia y en concreto de la suxo-

trofia thr4 aportada por el padre excretor (Tabla III-14) .



c) La excrecién en este grupo es muy neta y repetitiva , siendo capeces
de alimentar tanto a la estirpe XJ831D como 5307-13D .

d) Un segundo grupo de excretores ssté constituido por las estirpes ague
muestran una segregacién extrafia para la excrecién y digénice para
la resistencia a etionina .

e) En este segundo grupo , resistencia y excrecifén no estan ligadas en
absoluto .

f) Todas las esporas excretoras eran auxotrofas para la treonina , pero
no todas las esporas auxotrofas para la treonina eran excretoras .

g) La segregacién de la excrecién en este segundo grupo es bastante con-
fusa , existiendo diferencias evidentes en la capacidad de excrecién
entre esporas de una misma tetrada ; Al ser reprobadas , algunas es-
poras consideradas excretoras , dejaban de serio pero nunca aparecian

nuevos excretores .

- TABLA III-14 -

Cruce Fenotipo de las esporas

thrd vy exc; thrd v no exc, THR4 v axc; THRA v no exc;
MDX7 34 28 28 34
MDX12 22 17 18 23

MOX13 16 9 11 16



- 62 -

II1.6:7.~ Estudio de la resistencia en estirpes monogénicas .-

Con el propfsito de verificar si la resistencia a etionina y
por tanto la excrecifn de metionina , se debfa a alteraciones estruc-
turales en algunas de las enzimas de la ruta de la metionina gue im—-
pidieran un control por retroinhibicién de este aminodcido sobre su
propia ruta dé blosintesis ; se hicieron cruces entre F301 , F312 y
F229 (o sus de?ivados meldticos de sexo a ) con estirpes portadoras de

mutaciones en los genes MET2 , METB y MET6 , que codifican los pasos

desde homoserina hasta metionina . Si la resistencia a etionina se
encontrara en uno de estos genes deberiamos siempre espsrar una segrega-
cién 2:2 para la resistencia ; en caso contrario lo esperado seria
una segregacién digénica para la resistencia , donde el tipo de te-
tradas més frecuente serian los tetratipos 3S:1R , ya que habria algu-
na espora resistente‘a etionina pero auxotrofa para la metionina y a-
parecerfa , por tanto , como sensible a etionina en un medio sin metio-
nina . La tabla III-15 muestra las segregaciones obtenidas ; De estos
resultados se podrfa deducir que la resistencia a etionina (y la excre-
cién de metionina) que lleva la estirpa MDX13-4A se debe a una mutacidn
estructural en el gen E .

Sip embargo , si consideramos como segregan los marcadores MET2

y ethr encontramos que son independientes entre si y par tanto existen

ssporas auxotrofas para la metionina , gue pueden crecer en medio con



etionina pero sin metionina . La tabla II1I-5 muestra como segrega
la resistencia a etionina con respecto a la auxotrofia para metio-
nina ,

Estos resultados pueden ser explicados teniendo en cuenta una
serie de observaciones de Cherest y col. (1970) , que seran discuti-
das mds tarde . De la segregacién de las auxotrofias implicadas en
los cruces anteriores se deduce que los genes quebcodifican resisten~
cia a etionina no se hayan ligados a centrémeroc .

Otro hecho importante deducible de las segregaciones de los cru-
ces anteriores MDX23 , MDX24 , MDX29 y MDX3l es que ni el gen de re-
sistencia presente en el primer grupo de complementacién , ni el pre-
sente en el segundo grupo , son alelos del gen ETH2 .

‘Robichon-Szulmajster y col. (1974a) localizaron este gen de re-
sistencia en el cromosoma XIII , préximo a.los genes MET6 y LYS? . Es;
tos dos marcadorss se hallan implicados en los cruces anteriores , y
sus segregaciones con respecto & la resistencia a etionina (Tabla III-

15) demuestran que no estén ligados a ella .



- TABLA III~15 -

Cruce N® Tetr, OR:45 1R:35 2R:25 3R:1lS 4R:05

MDX22 20 5 13 2 0 0

MDX23 22 5 1 6 0 0

MDX24 38 0 0 38 0 0

MDX29 11 2 8 1 0 0

MDX30 20 a 15 2 0 0

MDX21 10 2 v, 1 0 0

Cruce N9 Espo. Eth’ met? Eth’ MET2 Eth- met2 Eth  MET2

MOX24 152 34 a2 a2 aa
Eth’ 1ys? Eth’ LYS? Eth° lys7 Eth LYS?

MDX24 152 38 as a 39

MDX29 a4 10 11 12 11
Eth’ mets Eth’ METE Eth- met6 Eth METS

MDX23 88 21 23 22 20

MDX31 40 11 9 10 10



II1.6.8/~ Estudio de la resistencia a stionina en estirpes digénicas .-

El estudio comenzd probando la segregacifn de la resistencia a
distintos niveles de concentracién de etionina en las progenies de los
cruces MDX8 ; MDX9 , MDX10 , MDX1l a fin de poner de manifiesto genes
de efectos fenotipicos mayores y menores e implicados en la resistencia .
Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla III-16 , donde se indi-
can las aagrag;cionas qbtanidas para ceade concentracién de etionina .

Los resultados muestran que a medida que aumenta la concentracién
de etionina en el medic , hay un desplazamiento de la segregacifin que
pasa desde ser todes las tetradas 4R:0S a ser la mayoria de ellas 2R:25.
Este indica que estd segregando un gen , el de efectos fenotipicos ma-
yores ., Para concantraciones de etionina alin mids altas empiezan a apa-
recer tetratipos , indicando gque a ese nivel se necesita ya en algunas
esporas la accién conjunta de los genes de efecto fenotipico mayor y
menor para que se manifieste le resistencia a etionina 5 mM .,

A una concentracién de etionina S mM , la resistencia es tipica-
wmente digénica . Resulta evidente que la estirpe F306 lleva un alelo
del gen menor que confiere més resistencia que los alelos llsvados por
F304 , F305 , F307 . El1 efecto de los dos genes , mayor y menor , &8
claremente multiplicativo . En estos cruces se pudo determinar que nin-

guno de los genss de resistencia estd ligado al gen THRA .



~ TABLA III-16 -

Cruce N2 Tetr, Etion, OR:4S 1R:35 2R3 25 3R:15 4R:05

MDX8 15 0 mM 0 0 0 0 15
15 0,1 mM 0 0 15 0 0
15 0,5 mM 0 0 15 0 0
15 1 oM 1 a 10 0 0
15 5 mM 2 9 a 0 0
MDX9 13 0 mM o 0 o 0 13
13 0,1 mM 0 6 vi 0 0
13 0,5 mM 0 11 > 0 0
13 1 mM 1 10 2 0 0
13 5 mM 1 10 2 0 0
MDX10 21 0 mM 0 0 0 0 21
21 0,1 mM 0 o 3 14 a
21 0,5 mM 0 0 9 11 2
21 1 oM 0 5 9 5 2
21 5 mM a 14 3 0 0
MDX11 17 0 mM 0 0 0 0 17
17 0,1 mM 0 0 17 0 0
17 0,5 mM 2 12 3 0 0
17 1 mM 5 9 3 0 0

17 5 mM 5 9 3 0 0



De cada uno de estos cruces se escogié una espora de sexo a y por-
tadore del gen mayor o del gen menor y se construyeron los diploides co-
rrespondisntas con F30l. En todos los casos se demostrf que el gen mayor
era alélico al existente en F301 , lo que explica gue los diploides en-
tre sstirpes resistentes monogénicas y digénicas sean resistentes tam-
bién .

Parg prdﬁar si alguno de los genes , mayor o menor , estaba ya
presente en la sstirpe parental F3 se hicieron los cruces de dos esporas ,

derivadas respectivamente de MDX9 y MDX8 , con genotipo a ade2 athr con

el parental F3 . La segregacifin obtenida muestra gque en F3 , no existe

ningunc de los dos genes de resistencia (tabla III-17) .

- TABLA III-17 -

Cruce N2 Tetr. PDR:A4S 1R:35 2R: 25 3R:18 4R :05

MDX25 12 3 8 1l 0 0

MDX26 9 1 7 1l 0 o

III.G.Q:— Estudio de la excrecifn de metionina en estirpes digénicas

para lg resistencia a gtionina .-

El cardcter irregular des la expresién de la excrecifn en estirpes
digénicas para la resistencia a etionina y el hecho de que las esporas
excretoras fuesen siempre auxotrofas para la treonina , quedd sefialado
anteriormente .

Por los datos de anflisis en cromatografia de gases , sabemos que



el perental F3 , por ser auxotrofo para la treonina , acumula una
gran cantidad de homoserina , De hecho , esta auxotrofia se estéd
compartando como si provocera una desregulacién en el sentido de
que al acumularse pooles altos de homoserina se fuerza la biosin-
tesis de metionina .

Otras dos indicaciones experimentales hay que afadir a estos
datos . Le primera es el resultado de probar las segregaciones para
la excrecifn de los cruces registrados en la tabla III-17 . Se trata-

ba de cruzar derivados de genotipoc & ade2 eth’ MET'~ © ' con la es-

no exc.) . Con los genotipos dados a estos

tirpe F3 (  thra eth® MET
parsntales , no se esperaba ninguna espora excrstora dentro de la des-
cendencia o en todo caso una segregacién confusa como la observada en
este tipo de excrdtores . Sin embargo , la segregacién para la excre-

cién fué muy clara , existiendo una fuerte relacién entre ser thrd

y excretor (Tablas III-18 y III-19) .

- TABLAS III-18 -

Cruce N2 Tetr, OE 1 4NE. 1E :3NE 2E : 2NE 3E: INE 4E :ONE

MDX25 12 0 a4 8 0 8]

MDX26 9 0 v 9 0 0



- TABLA III-19 -

Cruce Fenotipo de las esporas

THRA v axc. THR4 y no exc. thrd vy exc. thr4 v no exc,

MDX25 1 23 18 1l

MDX26 1l 10 11 0

En estas segregaciones se cbservaban a veces esporas excretoras
con halos més‘pequeﬁos que los demés .

Para demostrar méds claramente la implicacifn del carécter thr4
en la excrecidén ss revertieron las 18 esporas auxptrofas para la treo-
nina y las 1l esporas de igual fenotipo del cruce MDX265 , a prototrofas
para la treonina ; Se probd la capacidad de excrecifn de al menos tres
clones revertientes de cada espora , no encontréndose excrecién en nin-
gln caso : Sin embargo , revertientes prototroficos de F301 , F310 y
F312 si resultaron ser excretores .

Una segunda indicacién es gue el caréficter excrstor en las estir-
pes digénicas para la resistencia se pierde ssponténeamente , aunque
no la resistencia . Para ello , se probaron aproximadamente 1400 clo-
nes de F305 tanto para la resistencia como para la excrecidn . No apa-
recié ninguna colonia sensible a stionina , pero si se vefa claramente
diferencias en los halos de excrecién de las diferentes colonias . Tam-
bién aparscieron colonias no excretoras , con una frecuencia del 2%

aproximedaments :



I11.6.,10.~ Transmisidn clitoplésmica del carécter excretor de metionina .-

Los hechos anteriores condujeron a sospechar la presencia de un
‘cardcter citoplésmico que , junto a la auxotrofia para la treonina ,
determinarfa el fenotipp excretor . Para probar esta hipétesis , usa-
mos la estirpe XK36A , portadora de la mutacién karl-l , como vector
capaz de transferir citoplasme desde una estirpe a otra . En la tabla
I1I-20 ; en ié figura III-5 representamos los cruces realizados y los
fenotipos observados . Los heteroplasmontes finales tienen sl nicleo
de la célula recsptora y citoplasma mezcla de las células donadora ,

vector y receptora ;

- TABLA III-20 -

Est. dadora Est. receptora Heteroplasmonts
F305 , excretora F3 , no excretora Excretor
F3 , no excretora F3 , no excretora No excretor
F30S , excretora Rev. F3 , no excretora No excretor
F3 , no excretora = Rev, F3 , no excretora No excretor

Rev. F3 es una sstirpe prototrofa para la treonina , no ex-~

cretora de metionina , revertiente esponténea de F3 .



Los resultados obtenidos indican la presencia de un factor cito-
plésmico presents en F305 y no en F3 , transmisible por XK36A , gque com-
binado con una auxotrofia en el gen THRA , hace posible un fenotipo ex-

cretor de metionina .
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SUPERPRODUCCION Y EXCRECION DE TREONINA




IV.1.- OBTENCION DE REVERTIENTES PROTOTROFOS DERIVADOS DE LA ESTIRPE

§2207A , DEFIGIENTE EN LA ASPARTOGQUINASA .-

La estirpe §2207A es auxotrofica para la homoserina por estar
mutada en el gen HOM3 que codifica la aspartoquinasa . Revertientes
prototrofos de S2207A se obtuvieron por mutagénesis con NG o EMS ,
La tablq IV-} recoge las frecuencias de reversiéin y supervivencia

obtenidas en dichas mutagénesis .

- TABLA IV-1 -
Mutageno erv, Frec, Rev, Esp. Frec., Rev, Induc.
NG 16,8 1,23 107° 72,25 1078
NG : 7,2 1,1 1078 6,2 1078
EMS 25 1,5 107/ 12,0 1077
EMS 29 2,6 10”7 3,5 1077

IV.2,~ SELECCION DE EXCRETORES DE TREONINA ENTRE LOS REVERTIDOS .-~

Entre los 51 clones revertidos por EMS se aislaron 2 estirpes
excretoras de treonina (Jél y JB2) , capaces de alimentar un césped
de la estirpe MC215 , auxotrofa para este aminoécido . De entre los

revertidos par MG (87 clones) se selecciond un solo excretor (JG3) .

IV,3.- PAPEL DEL INOSITOL EN LA EXCRECION .-
Un hecho nuevo , ya que no hay ningin dato similar en la biblio-

grafia , que ocbservemos tanto en los excretores de treonina como de li-
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sina es la influencia del inocsitol en le visualizacién de la excrecidn
sobre un césped auxotrofico . En ausencia de inositol y a pesar de que
tanto el excretor como el césped son prototrofos para el inositol , no
se ven halos de crecimiento del césped alrededor de la colonia excreto-
ra ., Los datos de andlisis por cromatografia de gases de los exudados
de estirpes excretaras de treonina , crecidas en medios con y sin ino-
sitol ,'demu;stran que en este Gltimo caso hay una elevacién del pocl
de treocnina y una disminucidn de la treonina excretada . Sin embargo ,
le cantidad de treonina esxudada serfa suficiente , & nuestro Juicio ,
para permitir un crecimiento del césped , por lo que pensamos gue la
presencia del inositol favorece tanto la salida de la treonina de la
célula excretora como la entrada del aminodcido en las células auxotro-

fas .

IV,.4,~ CONCENTRACION OPTIMA DE INOSITOL .-

Rutinariemente usamos en los medios de excrecién una concentracidn
de inositol de 10 mg/l . Mayores concentraciones (20 , 40 , 60 mg/1) no
aumentan el tamafic ni disminuyen el tiempo de aparicidén de los halos
del cdsped , concentraciones de 60 mg/l disminuyen , incluso , el tama-
fio del halo . Como referencia , el medio Yeast Nitrogen Base (Difco)
proporciona una concentracién de inositol de 2 mg/1 , en este medio tem-
bién se hace visible la excrecidn .

La falta o presencia del inositol no afecta al vigor de la sstirpe
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productora , como se ve en la tabla IV-2 donde se registran los pesos
secaos alcanzados a las 48 hores de incubacién por las estirpes JGl y

JG2 4 creciendo en medios con y sin inositol ,

- TABLA IV=2 -

Excretor Peso_seco (mg/ml )

Con Inositol Sin Inositol

JG1 1,44 1,48

JG2 1,34 1,40

IV.5.~ TREONINA EXCRETADA Y ACUMULADA POR JGl , JG2 y JG3 .-

En la tabla IV-3 se recogen los datos correspondientes a la treo-
nine medida en los pooles y medios de cultivo de JGl , J62 y JG3 en pre-
sencia y ausencia de inositol . Como control demos los valores del pool
(en medio sin inositol) y exudado (en medio con inositol) encontrados

en la estirpe no sxcretora FS6 .

IV.6,~ APARICION DE TREONINA A LO LARGO DEL TIEMPO .-

Registramos , sn cultivo liguido agitado , la aparicién de treo-
nina a lo largo del tiempo en el medio y su acumulacidén en el pool celu-
lar , en carrelacién con el crecimiento del cultivo (como peso seco) ,

consumo de glucosa y descenso de pH . Los resultados encontrados (Figu-
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- TARLA IV-3 -
Estirpe Pool (mg/gps) Exudado (mg/gps)
Con Inosit, Sin Inosit., Con Inosit, 8in Inosit.
JG1 14,2 20,65 11,1 8,0
JG2 16,3 17,0 10,0 4,0
Ja3 9,2 36 34,7 19,5
F6 . 1,64 No det, -

re IV-1 y Tabla IV-4) demuestran claramente que la aparicién de treo-
nina en el exudado esté asociada al crecimiento de la biomesa .

El comportamiento del pool es més variado , de una forma gue
creemos relacionada con las distintas fases del cultivo . Al princi-
pic y durante la fase exponencial el pool crece y luego desciende mien-
tras aumenta la treonina excretada ; al llegar la fase estacionaria hay
un aumento transitorio del pool , que luego vuelve a bajar . Esto puede
debarss a que las células no estan utilizendo treonina para sintesis
de nuevas proteinas , aungue si la estén produciendo a una velocidad
mayor que la ‘ds. salide de la treonina desds las célules al medio . En
esta experiencia se usé la estirpe JGX1-328 , un derivado meidtico de

JG1 , con alta produccién de treonina .
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- TABLA IV-4 -
T (h) pBiomasa (gps/1) Glucocea (g/1) pH T na s
Pool Exudedo

24 0,38 17,5 2,8 21,2 No detect.
36 0,78 16,7 2,6 55 8,56
a8 2,56 745 2,2 24 a7

60 2,76 1,4 2,1 33 60,6

72 2,62 1,1 2,0 1 62

IV,7,- SUSTITUCION DEL SULFATO AMONICO POR A, ASPARTICO COMO FUENTE

DE MITROGEND .-

Al ser el aspértico el sustrato de la aspartoquinasa y el inicie-
dor de la ruta de biosintesis de treonina , quisimos ver si la sustitu-
cién del sulfato eménico por &cido aspdrtico aumentaba la centided de
treonina excretada . Las primeras experiencias se realizeron en placas
de Petri usando el test de alimentacidn cruzada . Se pusieron placas
que llevaban como fuente de nitrégeno 2 g/l de sulfato amdnico y concen-
traciones crecientes de &cido aspértico (20 , 40 y 60 mg/1) y plecas que
llevabsn como Unica fuente de nitrégenc &cido espértico a una concentra-
cidn de 500 mg/l , como control se ponisn places que llevebesn sélo sul-
fato emdnico a la concentrecidn habitual de 2 g/l .

Resultaba que a mayores concentraciones de aspértico se afectaba
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desfavorablemente el temafio del halo , que cada vez ere més pequefio

o nulo . Pare profundizar en estos resultados contrarios al papel
potenciador del 4cido aspértico en la ruta de bliosintesis de treonina
se analizd por crometograffa de gases la treonina excretada y almace-
nada por la estirpe JBl , creciendo en sulfatc amfnico o en 4cido as-
pértico , como Unica fuente de nitrdgeno . Los resultados (Tabla IV-5)
uuestraﬁ queléfectivamsnta el dcido aspértico potencia la produccién
de treonina y que los resultados en placa deben achacarse al césped ,

quizés menos permeable & la treonina en presencia de aspértico .

- TABLA IV-5 -

Estirpe Fuente de Nitrégeno Pool (mg/gps) Excret., (mg/gps)

JGl Sulfato amfinico 15,5 10,3

JG1 A. Aspértico 16,8 44,84

(Las cantidades de sulfato amfnico y Acido aspértico presentes
en estos medios son equivalentes , en ambos casocs , a 0,5 g/l

de nitrégeno aménico)
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IV.8.- ESTUDIO GENETICO DE LOS MUTANTES EXCRETORES DE TREONINA .-

Los cruces efectuados en este estqdio se encuentran rasumidos
en la tabla IV-6 y representados en la figura IV-2 . En la tabla IV-7

sg recopilan las estirpes utilizadas y sus genotipos .

IV.8.1.~ Aelaciones de domimencia y recesividad .-

Las estirpes JGl y JB2 se cruzaron con la silvestre F6 y la es-
tirpe JG3 con la D2862A , selecciondndose los diploides en medio mini-
mo . En ningdn caso resultaron diploides excrstorss , segin el test
de alimentacién cruzada , por lo que concluimos la recesividad del

fenotipo excretor .

IV.8.2.~ Andlisis meibtico de la excrecifn .-

Los diploides obtenidos anteriormente se esporularon y sometie~
ron a anflisis de tetradas , determindndose la segregacién de la excre-

cién . Los resultados se reprasentan en la tabla IV-8 :

-~ TABLA IV-8 -

Cruce N2 Tetr, OE:ANE 1E:3NE 2E:2NE  3E:INE 4E :ONE

JGX1 32 3 23 6 0 0
JGX2 19 3 - 15 1 0 0

MDX1 19 0 6 13 0 0



- TABLA 1IV-6 -

CRUCES EFECTUADOS EN EL ESTUDIO DE LOS MUTANTES EXCRETORES DE TREONINA

CRUGE PARENTALES OBJETO DEL CRUCE
JGX1 JG1 x F6 Segregacién excrecién .
JGX2  JB2 x F6 Segregacién excrecién ,
JGX3  JGX1-24C x JG2 Complementacién excrecién .
JGX4  JG1 x D28B62A Implicacién gen HOM3 en la excrecifn .
JGXS  JG1 x MCl197 Implicacién gen THRl en la excrecién .
JGXE6  JGX1-24C x S2207A Existencia del alelo texl-1 en S52207A .
JGX7  JBl x JGX1-278 Confirmacién digenia excrecién .,
JGX8  JG1 x JGX1-27C Idem,
JGX9  JGX1-20B x JGX1-27A Idem,
JGX10 JGX1-3A x JGX1-27D Idem.
MDX1  JG3 x D2B62A Segregacién excrecifn .
Implicacién gen HOM3 en la excrecién .
MDX2 MDX1-5C x JG2 Complementacién excrecién .
MDX3 MDX1-5C x JG1° Complementacién y segregacién excrecifn .
MDX4  MDX1-5C x S2207A Idem.
MDXS  JG3 x JGX1-24C | Complementacién excrecifén .
MDX6  MDX1-5C x JG3 Complementacifn excrecién



- TABLA IV-7 -

GENOTIPOS ASIGNADOS A LAS ESTIRPES PARENTALES Y EXCRETORAS DE TREO-

NINA , REFERIDAS EN ESTE ESTUDIO .-

ESTIRPES- GENOTIPO
§2207A « his6 ura3 gal2 hom3 texi-l
JG1 d his6 ura3 gal2 hom3r texi-l
JG2 o« his6 ura3 gal2 hom3r texl-l
JG3 ok his6 ura3 gal2 hom3r texl-l tex2-l
JGX1-24C a ade2 homdr texl-l
JGX1-27A o« hom3 7 texd ?
JGX1-278 a hom3 ? texl ? his6 adeZ ural
JBX1~27C a hom3 7 texl ? his6
JGX1~-270 &« hom3 ? texl 7 ura3 ade2
JG6X1-208 8 hom3r texl-l ura3
JBX1-3A 8 ade2 hom3r texi-l

MDX1-5C a adel hom3r tax2~-1
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Los resultados de los cruces JGX1 y\JGX2 se ajustan a la proporcién
1l : 4 : 1 predecible si dos genes intervienen en la manifestecidn del ce-
récter excretor . Sin embargo , en el cruce MDX1l resulta un alto nimero
de tetradas ditipo parentales , que para una herencie digénica sélo es
explicable si los dos genes implicados estén ligados entre si ., Ya que
JG3 fue obtenido y estudiado més tarde y que el conocimiento de JGl y
JG2 fue una herramiente importante en el estudio de JG3 , nos centrare-
mos en el estudio de estos dos mutantes y posteriormente en el de JG3 .

Del cruce JGX1 se obtuvo un derivado meiftico , la espora JBX1-24C
de fenotipo excrstor y sexo & , que se cruzé con JG2 (cruce JGX3) . El
diploide era excretor y , ya que JGl y JG2 fueron aislados en la misma
mutagénesis , consideraremos a JG1 y JG2 como mutantes alélicos y centra-
remos nuestro estudioc sélo en JGl1 .

La excrecifn de treonina era digénica , & pesar de que los excreto-
res se seleccionaron por reversién en el gen de la aspartoquinasa , Supu-
simos , como hip6tesis de trabajo , que en la excrecién intervienen dos
genes ¢

- E1 elelo revertido del gen HOM3 (22225) , gue codifica una asparfo-
quinasa insensible a inhibicién y caus€ la superproduccién de treo-

nina .

- Otro gen , cuyo alelo presente en las estirpes excretoras facilita
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la excrecién de treonina al medio . Lo llamaremos TEX (excrecién
de treonina) y supondremos que algunos de sus alelos recesivos
permiten la excrecién de treonina . Al alelo de este gen , exis-

tente en JG1 , JG2 y JB3 , lo llamaremos texl-l .

IV.8.3.~ Participacién del alelo hom3r en la sxcrecitn .-

El gen HOM3 estd situado , en Saccharomyces cerevisise , a 4 cM

del gen HIBl . Aprovechando esta caracteristica , cruzamos JG1 y JB3
por la estirpe D2862A portadora de una mutacifn en el gen HIS1 . Un
alto porcentaje (96%) de esporas simulténeamente excretoras y prototro-
fas para la histidina , en la descendencia meiftica , serfa un buen in-
dicio de que sl alelo hom3r participa en la excrecién ; en caso contra-
rio , esperariamos que sflo la mitad de las esporas excretoras fuesen
prototrofas para la histidina . Los resultados de estos cruces (Tabla
IV-9) demuestran claramente la participacién del alelo hom3r en la ex-
crecidn ., Posteriorments , los estudios bioquimicos confirmaron esta

indicacién .

- TABLA IV-9 -

Cruce N® Tetr, Esp., Exc. Exc, 8 HIS1 Exc, & hisl

JBX4 37 56 56 0

MDX1 19 32 28 a



IV.8.4.~ Existencia del alelo texl-l en la estirpe parental 52207A.-

Para aclarar si el alelo texl-l , estaba presents en la estirpe
parental o habla sido inducido por mutagénesis simultéineamente con la
reversifn pare homoserina , cruzemos la espora JGX1-24C con el paren-
tal S2207A y se analizéd la saegregacidén de la excrecién entre la descen—

dencia meidtica . Los resultados se musstran en la tabla IV-10 .

- TABLA IV~10 -

Cruce N Tetr, A4EIONE 3E1INE 2Es2NE  1E:3NE  OE:4NE

JGX6 23 0 0 23 0 0

En este cruce solo estd segegando un gen de los dos necesarios
para la excrecién ; este gen tiens que ser sl alslo hom3r implicando
que el alelo texl-l estaba ya presente en 52207A , dénde se mantenfa
criptico al ser esta sstirpe auxotrogfa para la homoserina ;

Con objeto de descartar un posible papel regulador del gen Igél
sobre la sintesis de treonina a partir de homoserina y apoyar la hipé-
tesis de su intervencién en la excrecién , no en la superproduccifn de
treonina , cruzamos JB1 con MC197 , estirpe portadora ds una mutacién
en el gen ARG4A , que mapea a 8 cM del gen THR1 ; dnico gen de ka ruta
de biosintesis de treonina regulado por el producto final . La tabla
IV-1ll muestra que las esporas excretores eren mitad auxotrofas para
la arginina y mitad prototrofas , lo que demuestra que el gen TEX1 no.

es el gen THAY .
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- TABLA 1IV-11 -

Cruce N® Tetr. Esp, Exc, y argd  Esp. Exc. y ARG4

JGXS 17 11 11

IV.8,5.~ Relaciones de dominancia y recesividad .-

A partir de esporas obtenidas en los cruces anteriores se fabri-
caron una serie de diploides y se estudif el cardcter excretor . Los

genotipos y fenotipos observados en estas cepas fueron (Tébla Iv-12) :

- TABLA IV-12 -

Diploide Genotipo asignado Fenotipo
JGX1 hom3r/HOM3 , texl-1/TEX1 No excretor
JBX6 hom3r/hom3 , texl-1/texl-1 Excretor
JGX1~24C hom3r/HOM3 , texl-l/texl-l No excretor
x MD10

MD10 es un revertiente esponténeo para la homoserina , de-
rivado de S2207A .
El resultado mds conflictivo de estos cruces , es el Gltimo dén-
de se esperaba que el carécter excretor se comportara como semi-dominan-
te ; sin embargo , su fenotipo es no excretor , usando el test de alimen-

tacién cruzada.
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IV.B.;G.- Confirmacién de la naturaleza _g_:l._génica dal cardcter excre-

tor en la estirpe JGl .-

Como confirmacién de todos los resultados anteriores , se cruza-
ron las cuatro esporas de la tetrada 27 del cruce JGX1 con JGl o deriva-
dos meifticos excretores de sexo contraric . La tetrada JGX1-27 tenia
un fenotipo de .0 esporas excretoras : 4 esporas no excretoras . Segin
nuestro modelo esta tetrada es un ditipo no parental , con dos esporas
de genotipo hom3r TEX1l y 2 esporas HOM3 texl-l , por tanto al cruzar
todas las esporas de la tetrada con una estirpe excretora (hom3r texl-1)
deberiamos esperar siempre una segregacién de 2 esporas excretoras : 2
esporas no excretoras . Hechos los cruces , los resultados (Tabla IV-13)

se ajustan a la prdiccidn de nuestro modelo .

- TABLA IV-13 -~

Cruce Ne Tetr, QE:ONE 3ESINE 2E:2NE  1E:NE  (QE:ANE
JGX7 14 0 o0 14 o 0
JGX8 11 o 1] 11 0 0
JGX9 6 0 0 6 0 0

JGX10 12 0 0 12 0 0
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Para confirmar més adn nuestra hipétesis acerca de las funciones

de los alelos hom3r y texl-l y su interrelacidn dentro de la expresién

del fenotipo excretor , se analizaron los pooles y exudados de las cua-
tro esporas de una tetrada tetratipo proveniente del cruce JGX1 . En
estas esporas se dan los cuatro tipos posibles de genotipos gue dzben
corresponderse & los siguientes fenotipos :

Genotipo Fenatipo

a); hom3r texl-l Excrecién fuerte . Pool mayor que c) y d) y menor

O W——————

que b) . Acumula y excreta .

b) hom3r TEX1 Excrecién menor gue a) o nula , pool mayor que a)

y» €} 6 d) . Acumula (hom3r) , no excreta (TEX1) .
c) HOM3 texl-1 Excrecién muy peguefia o nula , pool bajo como
d) . No acumula (ﬂgMg) .
d) HOM3 TEX1 Excrecién nula , pool bajo . Tipo silvestre ,
La tabla IV-14 recoge los valores de los poolss y exudados de las
cuatrg esporas , asi como el genotipo asignado .
Es notable gue la espora JGX1-32A , a pesar de no estar desregula-
da , por llevar el ;1310 texl-l es capaz de excretar una pequefia canti-

dad de treonina , no detectable por el test de alimentacién cruzada .



- TABLA IV-14 -

Espora Pool (mg/gps) Exudado_{mg/gps) Benotipo asign,

JGX1~32A. 0,5 2,9 HOM3 texl-1
JGX1-328 ‘5,5 43,6 hom3r Effl'l
JGX1-32C Trazas Trazas HOM3 lEﬁl
JGX1-32D 16,9 3,2 hom3r TEX1l

IV.8.7.- Estudio genético de la espora MDX1-5C.-

En un intento de explicar la proporcién tan aslta de tetradas diti-
pos parentales obtenidas en el cruce MDX1 , seleccionamos la espora MDX1l-
5C de fenotipo a EEEE threxc . Los diploides de esta espora con JGl1 , JGz
y 52207A no son excretores , al contrario de lo gue deberfa suceder si
MDX1-5C fuese idéntico a JG1 . Si fueron excretores los diploides entre
JG3 y JGX1-24C (cruce MDX5) . Como previamente se habia demostrado , 1la
excrecién necesita al menos dos genes : un alelo revertido del gen ﬂgﬁg
y un gen que posibilita la excrecién , al cual hemos llamado TEX1 . Si

la espora MDX1-5C es. excretora , debe llevar el alelo hom3r pero si su
diploide con JGl y 52207A no es excretor , la dnica explicacién es que
sea TEX1 , esto implicarfa que al ser ella excretora y TEXl , debe tener

otro gen que posibilite la excrecién , al que 1lamaremqs tex2-1 ., Esta

fue nuestra hipbtesis de trabajo .



iv.8,8,~ Existencia del gen TEX2 .~

Segln esta hipftesis , la espora MDX1-5C tendrfa un genotipo a ade2

———

hom3r tex2-l ., Si esto fuese asf , en los cruces MDX4 y MDX3 deberian es-

S——

perarse tetradas ditipo parentales y tetratipos , respectivamente ., Los

resultados de estos cruces los reflejamos a continuacidén en la tabla IV-

15 .

- TABLA IV=-15 -

Cruce N2 Tetr, OE:4NE  1E:3NE  2E:2NE  3E:INE  AE:ONE

MDX4 18 1 3 i4 0 0

MDX3 27 8] 0 8 12 7

Estos resultados se ajustan a la hipétesis de cue la espora MDX1-

5C tiene un genotipo hom3r , tex2-1 . También permiten explicar el alto

grado de tetradas DP obtenidas en el cruce MDX1 . Ya gue D2862A no lle-

va los alelos texl-l ni tex2-l , como se demuestra en el cruce JGX4 ,

es obvio pensar que JG3 es un doble mutante de gdnotipo hom3r texl-l

tex2~-1l , en contrapos"icién a JG1 y JG2 gue son revertientes sencillos de

genotipo hom3r texl~l TEX2 ,




- 85 -

IV.B.Q;- Estudio biogquimico de la aspartoquinesa de las estirpes

l-Bl .n.Ba '} Jlex_F_e [ Juad

Para confirmar la naturaleza de la desregulacién presente en las
estirpes excretoras JGl y JG3 , se estustid la inhibicidn por treonina
de la aspartoquinasa presente en estas estirpes . Como control , se
incluyeron también las estirpes F6 y JGX1 .

Los resultados se representan en la figura IV-3 y musstran clara-
mente que mientras existe una fuerte inhibicién por treonina de la as-
partoquinasa de F6 , esta inhibicifn es prédcticamente nula en JGl y
JG3 o El diploide JGX1 muestra un comportamiente intermedio , previsi-
ble segiin su genotipo , ya que en esta estirpe coexisten alelos desre-
gulados y regulados del gen HOM3 ,

La tetrada JGX1-32 fue usada anteriormente en la confirmacidn

del genotipo hom3r texl-l propuesto para JGl y JG2 (Tabla IV~14 , apar-
tado IV.8.6) . Hemos medido las actividades aspartoquinésicas de las cua-
tro esporas de la tetrada y sus sensibilidades a inhibicidén por treonina
(Tabla IV-16) . Es claro que las ssporas 32A y 32C lleven el mismo tipo
sensible de aspartoquinasa , aportado por F6 (HOM3) ; a pesar de eso ,
32A (texl-1) era capaz de excretar treonina al medio , 32C era incapaz

de ello (TEX1) . 328 y 32D poseen la aspertoquinasa insensible a treoni-
na aportada por JG1 (hom3r) , sin embargo 328 excreta la treonina sobre-

producida (texi-1) mientras que 32C , no lo hace (TEX1) .
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—il} JG3
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FIG.4-3 INHIBICION POR TREONINA DE LA ACTIVIDAD DE
LA ASPARTOQUINASA EN ESTIRPES EXCRETORAS Y
NO EXCRETORAS DE TREONINA



- TABLA IV-16 -

ESTUDIO DE LA ASPARTOQUINASA EXISTENTE EN CADA ESPORA DE LA TETRADA

. G

JGX1-32 , Y SUS ESTIRPES PARENTALES F6 Y JGl .-

&

&stirpe Actividad aspartoguindsica | Inhibicidn
Concentracidén de treonina (1—’)
0 mM 10 mM

32-A 1,27 0,037 97.1
32-8 0,83 0,83 0

32-C 1,26 0,06 96,25
32-0 0,88 0,87 2

F6 1,19 0,024 98

JGl 0,85 0,84 1,2

La actividad se expresa en microMoles por gramo de proteina y

minuto de incubacifn ( pM g—l min—l) .



SUPERPRODUCCION Y EXCRECION DE LISINA
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V.l.~- SELECCION DE CLONES RESISTENTES A TIALISINA Y EXCRETORES DE

QSINA S

Los mutantes resistentes a tialisina se obtuvieron por mutagéne-
8is con N3 y seleccién sobre tialisina O,1 mM , 0,5 mM y 1 mM en medio
con prolina como dnica fuente de nitrégeno . Se utilizé la estirpe F6
como partida . Los resultados de estas exfieriencias difieren considera-
blemente de los publicados en la bibliograffa . Haidaris y col (1977)
obtienen al usar la estirpe silvestre X2180 , en las mismas condicio-
nes de mutagénesis , 55 colonias resistentes a tialisina 1 mM de un to-
tal de 2270 colonias probadas ; estas 55 colonias las clasifican en tres
grupos 3 buenos productores (5) , intermedios (5) , peores productares
(a5) . Nosotros , usando la estirpe F6 , no hemos podido conseguir re-
sistencia a 0,5 y 1 mM , solamente a 0,1 mM ., Usando la misma estirpe
de los autores anteriores , si se consiguen resistentes a 0,5 y 1 mM ,
pero sigue siendo diferente la frecuencia de excretores cobtenida , co-
mo muestra la tabla V-1 ; En estos experimentos se usé la estirpe MCA40
como césped auxotrofo para la lisina .

Los clones excretores derivados de F6 se pasaron tres weces por
medio rico y se volviéd a probar sus fenotipos . De los 41 clones sslec-
cionados como excretores en el primer pase , soclamente 17 mostraron
una excrecién clara y fuerte , aunque todos ellos seguian siendo resis-

tentes a tialisina 0,1 mM E-Se selaccionaron estos 17 clones para estu-
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dios posteriores y se nombraron desde FS01 a FE17 .

~ TABLA V=] -

Estirpe Resistencia N2 Col, prob., N2 Col. Excr. % Excr,

X2180 1 M 243 9 3,7
X2180 0,5 mM 322 1 0,3
F6 0,1 mM 1574 a1 2,6

La baja frecuencia de excretores obtenids y el comportamiento ge-
nético que se verd posteriormente , nos indujo a probar la frecuencia
esponténea de excretores en una poblacién no mutagenizada del parental
F6 ; se probaron 2000 clones derivados de F6 y ninguno de ellos resul-
t6 ser excretor .

Los halos obtenidos con excretores derivados de X2180 eran seme—
jantes a los obtenidos con excretores derivados de F6 y ya que X2180
carece de marcadores auxotroficos , estos excretores no se han seguido
estudiando posteriormente ,

Por el tamafio de los halos obtenidos , los distintos excretores de
lisina derivados de F6 , pueden clasificarse en tres grupos :

~ Excrecién buena : 2 estirpes .

-~ Excrecifn media : 7 estirpes ,

- Excreciin mala : 3 estirpes .



Tadas las estirpes seleccionadas como resistentes a tialisina
y excretoras de lisina , muestren resistencia a {-Hidroxilisina ,
otro anflogo de la lisina , a concentraciones de 1 mM , en medio

con pralina como dnica fuente de nitrdgeno .

V.2,~ ESTUDIO DEL CRECIMIENTO DE LOS MUTANTES RESISTENTES A TIALISINA .-

La estirpe parental F6 y sus derivadas resistentas a tialisina
se cultivaron en medio con prolina como Unica fuente de nitrdgeno y
en presencia y ausencia de tialisina 0,1 mM : Los‘parémetros del cre-
cimiento se calcularon como en el caso de la resistencia a etionina .

Los resultados se muestran en la tabla V-2 ,

V.3.~ ELIMINACION POR L-LISINA DE LA INHIBICION POR TIALISINA .-

Se estudié la eliminacidn del efecto téxico de la tialisina
por L-Lisina y D-Lisina : Los resultados se muestran en la tabla V-3
dénde se representa el rendimiento (medido como peso seco y expresado
como porcentaje respecto al control) de la sstirpe F6 creciendo a

distintas concentraciones de Tialisina , L-lisina y D-iisina .



- TABLA V-2 -

Est,  Tialis. 0,1 M v(hY) Td(h) _r- Rendim. (cel/ml)
F6 - 0,1 6,9 0,99 2,1 10°
F6 + No crecimiento

FEO6 - v - 0,09 7,66 1,0 1,93 10°
F606 + 0,05 13,8 0,99 0,83 10®
F6L7 - 0,05 13,8 0,99 0,5 10°
F617 + 0,05 13,8 0,98 0,46 10®
F630 - 0,085 8,1 0,99 1,6 10°
F630 4 0,08 8,6 0,99 1,2 10°
MDX33 - 0,12 5,7 1,0 2,3 10°
MDX33 + No crecimiento

v ¢ Velocidad de crecimiento
Td : Tiempo de duplicacién

r : Ajuste del crecimiento a una curva exponencial



Estirpe

F6

F6

F6

F6

F6

F6

F6

F6

Tialisina (mM )

0

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1

- TABLA V-3 -

L-Llisina (mM) D-Lisina (mM) Rendim.
0 0 100
0 0 0
0,0068 0 12
0,0136 0 54
0,034 0 100
0 0,0068 0,12
0 0,0136 0,14
0 0,034 0,01
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V.4,~ APARICION DE LISINA EN EL MEDIC DE CULTIVO .-

Se midid la aparicién de lisina en 8l medio de cultivos creciendo
en agitacifn , junto con el consumc de glucosa , descenso de pH y creci-
miento del cultivo . Fueron estudiadas las estirpes F606 , F617 , F631
y se incluy§ también la estirpe parental F6 , como cepa control no pro-
ductora ,

Lo; res;1tados obtenidos se representan en la tabla V-4 y en las
figuras V-1 , V-2 , V-3 y V-4 , Cabe destacar el escaso crecimiento pre-
sentado por la estirpe F617 ; a pesar}de esto , comparativamente , su ren-
dimiento en la produccién de lisina (expresado como g. de lisina produci-
da respecto a g. de glucosa consumido) es intermedio entre las estirpes

F631 y F606 .



- TABLA V-4 -

Produccién de lisina por la estirpe F631 .-

Horas Biomesa (cel/ml) Glucosa (g/1) pH Lisina (mg/1)

6

0 3 10 20 5,0 No detect.
12 9 10’ 18,64 4,0 18,2
24 1 10° 4,25 3,2 25,1
36 1,1 10° 3,08 2,5 25,0
ag 1,2 10° 2,57 2,4 26,4
60 1,5 10° 2,4 2,4 25,9
72 1,5 10° 2,4 2,3 26,0

Produccién de lisina por la gstirpe F§ .-

Horas Biomasa (cel/ml) Glucosa (g/1) pH Lisina (mg/1)

6

0 1,7 10 20 5,0 N. d.
8

12 1,0 10 7,6 4,0 N. d.
8

24 1,4 10 a,2 3,5 N. d.
8

36 1,5 10 2,1 3,0 N. d.
8

a8 1,4 10 0,8 2,2 N. d.
8

60 1,6 10 0,6 2,0 N. d.



- TABLA V-4 (cont,) -

Producciﬁh‘gg lisina por la astirpe F617 .-

Hores

0

12

24

36

72

Binaasa 1ce1[m1|

0'4

2,0
3,9
8,1
1,0

1,0

106

6

1,18 10

10°

106

106

107

10.7

Glucosa ‘g[l]

22,8
17,2
15,8
15

14,9
15,2

15,0

Produccifn de lisina por la estirpe F606 .-

Horas Biomasa (cel/ml)

0 1,7 10°

12 1,0 10°

24 1,0 10°

36 1,0 10°

48 1,1 108

60 1,0 10°

72 1,0 10°

Glucosa 1
20
6,6
2,9
1,8
1,2
1,0

0,5

pH_ Lisina (mg/1)
5,0 No detect.
5,0 No detect.
4,8 No detsect.
4,7 5,4

4,6 25,4

4,7 31,7

4,6 32

pH Lisina (mg/1}
5,0 No detect.
4,0 35,0

3,2 47,8

2,5 48,2

2,2 a8

2,2 49

2,2 48,5
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V.S.~ INFLUENCIA DEL INOSITOL SOBRE LA RESISTENGIA A TIALISINA Y LA

EXCRECION DE LISINA .~

Cuando los clones excretores se cultivan en medio sflido o ligui-
do oon tialisina 0,1 mM 8 inositol 19 mg/l , se pierde el fenotipo de
resistencia y el orecimiento es nulo . En las figuras V-5 y V-6 , po-
demos ver los crecimientos alcanzados (expresados como incremento de
D.0. @ 540 nm.) por las estirpes F606 y F6 , creciendo en medio minimo
més tialisina y medioc minimo mds tialisina e inositol .

La presencia de inositol en el medio , estimula la excrecién de li-
sina esxactamente como en el caso de la excrecién de treonina . Sin embar-
go , algunos de los excretores de lisina eran capaces de alimentar un cés-

ped de MCA0 , incluso en ausencia de inositol .



INCREMENTO
ABSORBANCIA 560 nm.

F606
1.0 1.0
05 05

F606
—h
o 11F60m*‘ E6

0 12 24 36 48 60 72 o 12 24 36 48 60 72 HORAS

SIN INOSITOL CON INOSITOL

FIGS. 5-5 Y 5-6- INFLUENCIA DEL INOSITOL SOBRE LA RESISTENCIA
A TIALISINA DE LAS ESTIRPES F606 Y F6
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V.6,~ ESTUDIO GENETICO DE LOS MUTANTES EXCRETORES DE LISINA .-

Los cruces efectuados en este estudio se encuentran resumidos en
la tabla V-9 y representados en la figura V-7 . En la tabla V-10 se re-

copilan las estirpes utilizadas y sus gahotipos ;

V.6.1.~ Relaciones de dominancia y recesividad .-

Los 17 clones seleccionados anteriormente como excretores de lisi-
na fueron cruzados con la estirpe silvestre F3 . Todos los diploides re-

sultaron ser sensibles a etionina y no excretorss de lisina .

V.6.2.~ Anflisis meiftico de los diploides .-

Las segregaciones obtenidas al analizar meifticamente algunos de
los mutantes excretorss de lisina resultan ser sumamente confusas cuan-
do se considera el fenotipo excretor , aungue claras si se considera la
segregacifin del genotipo de resistencia ; En todos los casos estudiados
la resistencias segrega monogénicamente , excepto en la estirpe F&06 ,

e indpendientemente de la excrecién .

V.6.3.- Segregacién de la resistencia a tialisina .-

La tabla V-5 muestra las segregaciones de la resistencia a tiali-



- TABLA V-5 -

Cruce N2 Tetr. 4R:0S 3R:15 2A:25 1R:35 OR:4S
MDX33 23 1 10 12 o 4]
MDX34 9 o 6 3 0 0
MDX35 20 0 0 20 4] 0
MDX36 25 0 o 25 0 0
MDX37 17 8] 0 17 0 0
MDX38 12 o 0 12 0 0
MDX39 13 o 0 13 0 0
MDXA40 10 0 0 10 0 0
MDX41 14 0 0 14 8] 0
MDX42 15 0 0 15 0 0
mMDX43 16 0 0 16 0 o
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sina en estirpes excretoras de lisina cruzadas con diferentes estirpes
sensibles .,

La estirpe F606 muestra una segregacifin para la resistencia
a tielisina no conforwme a las proporciones espseradas para uno o dos
genss ., Sin smbargo , cuando el fenotipo de resistencia se prueba por
siembra en plaCa en lugar de por réplica sobre terciopelo , la segre-
gacifén ,‘con.él tiempo , tiende a ser monogénica . Igualmente pasa
cuando la segregacién para la resistencia se prueba a concentraciones

de tialisina en el medio inferiores a 0,1 mM (tabla V-6) .

- TABLA V-6 -

Cruce Tialis., {mM) N2 Tetr. 4R:05 3R:18 2R:25 1R:35 OR:45

MDX49 0,1 23 ' 5 11 7 a 0

MDX49 0,05 23 1 a 18 0 0

V.6.4.- Segregacién de la excrecifn de lisina .-

En todas las cepas estudiadas la segregacién del fenotipo excretor
es sumemente confusa (Tabla V-7) . La dificultad de asignar una segrega-
cién deterwminada a estos cruces , obedece a dos hechos principales :

- Dentro de un mismo cruce las potencias excretoras de las esporas
varian mucho entre si . M8s adn , la excrecidn no es estable con
el tiempo y siempre decreciente .

- Cruces de un mismo sxcretor con diferentes cepas no excretoras re-



- TABLA V=7 -

Cruce N2 Tetr. OE :4NE 1E :3NE 2E 12NE 3E :INE 4E :ONE

MDX33 21 2 15 4 0 0
MDX34 9 5 2 2 0 0
MDX35 20 8 4 8 0 0
MDX36 25 11 12 2 0 0
MDX37 17 3 12 2 0 0
MDX38 13 3 5 5 0 0
MDX39 10 6 4 o 0 0
MDX40 10 2 6 2 o 0
MDX41 14 1l 10 3 0 o
MDX42 15 2 10 3 0 0

MDX43 16 4 9 3 0 0
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sultan en segregaciones muy variables , segin el parental impli-

cado en el cruce .

Los resultados obtenidos no permiten concluir nada sobre el ni-
mero de genes implicados en la manifestacién del fenotipo excretor .

Su probable significado serd considerado posteriormente en la discu-
sién de los resultados .

En un 1;tanto de aclarar la naturaleza genética de la resisten-
cia y de la excrecién en estas cepas , se cruzaron entre si las cuatro
esparas de una tetrada de fenotipo 1E:3NE para la excrecifén y 2R:25 pa-
ra la resistencia , proveniente del cruce MDX4l . Las cuatro esporas

tenian el siguiente fanotipo :

MDX41-10A : g LIS TIA®

MDX41-108 : « LIS °*° TIAT
MDX41-10C : g LI8™® ®*° TIA"
MDX41-100 : « LIS™C ®*¢ 71A°

Los resultados de los guatro cruces posibles se reflsjan en la
tabla V-8 ., Parscen indicar la naturaleza monogénica de la resistenciea
y digénica de la excrecifn en la estirpe F617 , asi como la independen-

cia entre resistencia y excrscién .



- TABLA V-8 -~

SEGREGACION DE LA RESISTENCIA

Crucs N2 Tetr, OR:45 1RA:35 2R:28 3R:15 4R:05
MDX45 14 0 o 14 0 8]
MDX46 13 0 0 13 o 0
MDX47?7 12 0 0 12 0] 0
MDX48 16 0 0 16 0 0

SEGREGACION DE LA EXCRECION

Cruce Ne Tetr, OE:4NE 1E:3NE 2E:2NE  3E:INE  4E:ONE
MDX4as 14 0 0 14 0 0
MDX46 13 2 10 1 0 0]
MDX47 12 12 0 0 0 0

MDX48 16 3 9 2 0 0



- TABLA V-9 =~

CRUCES EFECTUADOS EN EL ESTUDIO DE LOS MUTANTES EXCRETORES DE LISINA

CRUCE PARENTALES OBJETO DEL CRUCE
MDX33 F606 x S2207A Segregacidn resistencia y excrecién
MDX34 F606 x XK36A Idem,
MOX35 F631 x MC215 Idem.
MDX36 F631 x XJB31B Idem.
MDX37 F631 x S52207A Idem.
MDX38 F631L x F3 Idem.
MDX39 F627 x F3 Idem.
MDX40 F617 x F3 Idem.
MDX4l F617 x §2207A Idem.
MDX42  F6la x S2207A Idem.
MDX43 F610 x S2207A Idem.
MDX45 MDX41-10A Idem.
X
MDX4l1-108
MDX46 MDX41-10A Idem.,
X
MDX41-10D
MDX47 MDX41-10C Idem.

X
MOX41-108



- TABLA V-2 (cont.) -

CRUCE PARENTALES O0BJETO DEL CRUCE
MDX48 MDX41-10C Segregacién de resistencia y
x
MDX41-10D excrecifn

MOX4a9 FE06 x JG1

Segregacidén de resistencia
Obtencién excretores de treoni-

na y lisina , simultaneamente ,



- TABLA V=10 -

BENOTIPOS ASIBNADOS A LAS ESTIRPES EXCRETORAS DE LISINA REFERIDAS

EN ESTE ESTUDID .-

ESTIRPE _ BENOTIPO
FE06 e ade2 TIA® LIs%°
Fe3l Idem,
F&l7 Idem.
Fala Idem,
F&l0 Idem,
MOXA41-10A e ade2 hise TIA' LIS™®
MDX41-108 o ade2 homd TIA®
MOX41-10C & ure3 his6 TIA"

MDX41-10D « ura3 homd TIA®
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CRUCES EFECTUADOS EN EL ESTUDIO DE LA EXCRECION DE LISINA




SUPERPRODUCCION Y EXCRECION DE MAS DE

UN AMINOACIDO



VI.l.~ OBTENCION DE ESTIRPES EXCRETORAS DE MAS DE UN AMINOACIDO .-

Con el fin de obtener estirpes excretoras de més de un aminodci-
do , se hicieron todos los cruces posibles entre las tres clases de
excretorss obtenidos y se ssleccionaron derivados meifticos excreto-
res dobles , Se obtuvieron todos los tipos de dobles excretores , con
las frecuencias esperadas segin las segregaciones individuales obteni-
das previana6£e .

A continuacifn exponemos los distintos cruces efectuados y sus

resultados (Tabla VI-l1) .



- TABLA VI-1 -

Cruce MDX49 , entre JGL (THR" )

y F606 (LIS

exc )

N2 Tetr. Fenotipo probado OR:45 1R:3S

23 Aesist, Tialisina 5

OE:ANE 1E:3NE 2E:2NE 3E:INE A4E:ONE

11

23 Exc, Treonina a

Exc. Lisina 6

Esporas totales : 92
Esporas sxcretoras de treonina : 17
Esporas excretoras de lisina : 15

Esporas excretoras de treonina y lisina

17

15

4



~ TABLA VI-1l (cont.) -

exc

Cruce MDX50 , entre F301 (MET® ) y FE17 (LIST ) .-

N2 Tetr, Fenotipo probado OR:4S 1R:35 2R:25 3R:18  4R:05

10 Resist, Etionina 0 0 10 0 0

Resist, Tialisina 0 G 10 8] 0

OE:aNE 1E:3NE 2E:2NE 3E:INE 4E:ONE

10 Exc. Metionina 0 o 10 0 8]

Exc, Lisina 2 i 1 0 0

Esporas totales : 40
Esporas excretoras de metionina : 18
Esporas excretoras de Lisina : 7

Esporas excfetoras de metionina y lisina : 2



- TABLA VI-1 (cont.) -

exc

Cruce MDX51 , entre JB1 (THR® ) y F301 (MEI® ) .-

Ne Tetr, Fenotipo probado OR:45  1R:3S 2R:28 3R:1S  4R:0S

14 Resist. Etionina O 8] 1é 0 o

OE:4NE 1E:3NE 2E:2NE 3E:1INE 4E:ONE

14 Exc. Metionina 0 0 14 O 0

Exc. Treonina G 10 143 0 0

Esporas totales : 56
Esporas excretoraes de metionina : 16
Esporas excretoras de treonina : 6

Esporas excretoras de metionina y treonina : 12



DISCUSION



. E1 propésito de nuestro trebajo ers la obtencién de mutsntes
ds Saccharomycss cerevisiss , capaces de sobreproducir y sxcretar
treonina , metionine o lisina . Tras la obtencifin de estas estirpes ,
se inicié su carecterizacidn genética y fisiolégica con los resulta-
dos expuestos anteriorwments .

Dizedtim ssguidemente sstos resultados , su relacién con
otros dn-taa msentu en la bibliografia , los puntos comunes en la
excrecién de los distintos aminoécidos y los problemas que quedan por

resolver para un mejor conocimiento de estas estirpes ,

La aomvproducnién y excrecidn de metionina se obtuvo con mutan-
tes resistentes a etionina . Con una frecuencia del 21,4% (en el caso
de la estirpe F16) y dal 52,17% (en la estirpe F3) los resistentes son
tmbd.‘n excretores de mstionina , capaces de alimentar un césped auxo-
trofo pare ests aminofcido . Morzycka y col. (1976) hallan que el 8,5%

de los mutantes de Saccharomycopsis lipolytica , resistentes a etionina

S s , son también excretorss de metionina .
Estén descritos en la bibliografia dos tipos de mutantes resis-
tontes a etionina y no desregulados en la sintesis de metionina :
- Mutantes en la permeasa general de los eminodcidos y/o en las

permeasa especifica de la metionina (Sorsoli y col. 1964) .



- 96 -

- Mutantes con S-edenosilmetionina sintetasa inestable e incapaz
de sintetizar S-adenesiletioninea .

La accibn téxica de la etionina mostréd ser eliminada especificamen—
te por Dl-metionina a concentraciones muy bajas .

Las concentraciones de metionina excretedas y almacenadas en el
pool por nuestras cepas , son similares a las hallaedas en la bibliografia
; en la tabla VII-1 comparamos algunos de estos datos con los nuestros .
Watson (1976) reporta una concentracién de 1,6 uM/gps de metionine en el
pool de células de S, cerevisiae creciendo sobre sulfaeto eménico 2 mM y
de 250,9 uM/gps en células creciendo sobre metionina 2 mM , como Gnica
fuente de nitrégeno .

Las escasas producciones de metionina halladas pueden ser consecuen-
cias del fuerte control regulatorioc al que estd sometido esta ruta y al
gasto energético que exige la sintesis de metionina .

En nuestros mutantes , la sintesis y excrecién de metionina estéd a-
sociada al crecimiento del cultive como corresponde a un metabolito prima-
rioc (Gaden , 1959) o Al entrar el cultivo en fase estacionaria hay una dis-
minucidén de la metioniﬁa presente en el medio . Este hecho fue observado
anteriormente por Antoniewski (1973) llegando a la conclusifén de que parte
de la metionina excretada vuelve a ser permeada al interior de las célules

y metabolizeda posteriormente



- TABLA VII-1l =~

METIONINA EXCRETADA Y ACUMULADA POR LEVADURAS RESISTENTES 2 ETIONINA

Organismo Metionina (uM/gps) Referencia

Pool Exudado

Parental AResistente Parental Resistente

S. cerevis. 0,3-1,5 5,0-1,6 No det, 5,0-9,0 Robichon-Szul-

ma jster (197¢

S. cerevis., 1,27 2,9-8,2 No det. 8,2-10,2 Este trabajo

S. lipolyt. 0,56 1,1-11,4 - - Morzycka (1973




- Entre los mutantes resistentes a etionina y excretore# de metioni-
na hay dos grupos claramente separables @

- Un grupo dénde la resistencia segrega monogénicamente y es insepa-
rable del cardcter excretor . Por tanto ambos fenotipos son conse-
cuencia de la misma mutacién desreguladora .

- Un segundo grupo donde la resistencia segrega digénicamente y es
independiente de la excrecién . Por otra parte , el carédcter excre-
tor no muestra una segregacién clara y constante .

Cada uno de estos grupos serd estudiado a continuacién .

El primer grupo de excretores es similar a los mutantes resistentes
a etionina estudiados por Robichon-Szulmajster (1974a, 1974b , 1974c) . Se
clasifica en dos grupos de complementacidn diferentes .

El Gnico gen mapeado para la resistencia a etionina es el gen ETHZ ,
situado por Robichon-Szulmajster y col. (1974a) en el cromosoma XIII , a

7,1 cM del gen MET6 y 37,5 cM del gen LYS7 . Estos investigadores llegaron

a la conclusién de que el producto del gen ETH2res o forma parte de una
proteine aporepresora que en unién del corepresor Met-ARNt reprime la sin-
tesis del grupo I de enzimas de biosintesis de metionina .

Los otros dos genes para la resistencia a etionina estudiados por

Cherest y col. (1973) y Masselot y col. (1972) son denominados ETH3 y ETHIC
{ no se conoce sus localizaciones , aungue sus acciones son similares a
ETH2 .

Sin embargo , los cruces de F301 6 F229 ( representantes de cada unc



de los grupos de complementacidn) por las estirpes XJB31B (met6) y
5307-130 (1lys?7) demuestran que ninguno de ellos es alélico a ETH2 y
su resistencia se debe a otros genes diferentes , pudiendo ser aléli-

ces o no a ETH3 8 ETH10 .

La mutacién para resistencia que existe en la estirpe F301 , per-

mite a Saccharomyces cerevisiae utilizar , en un fondo genético met2 ,

le etioﬁina éﬁmo esqueleto carbonado para la biosintesis de metionina.
Ha sido descrito en la bibliografia (Cherest y col. , 1970) que en
presencia del alelo gth2-2 y de una auxotrofia para la metionina en el
gen MET2 , existe una ruta alternativa de biosin£esis de metionina ,
cuya reaccidn global es la aceptacién de un grupo mercaptilo por la
etionina , proponiéndose estas reacciones :

Gl-ls-&-i + etionina - Metionina + S-metilcist,

| S-metilcisteina + etionina - Metionina + S-etilcist,

En ausencia de actividad homoserina-O-transacetilasa , gue aporta
el sustrato normal para la homocisteina sintetasa yen presencia del
‘gen glgg que confiere altos niveles enzimdticos , la homocisteina sin-
tetasa puede metilar la etionina y transformarla en metionina , con
una velocidad del 0,3% respecto a si utilizase su verdadero sustrato ,
la O-acetilhomoserina .

Asi , el gen de resistencia presente en el grupo de complementa-



tacidn representadoc por F301 muestra caracteres comunes con los mutan-
tes eth2 , pero no es alélico a ellos . La capacidad de utilizar etio-
nina como precursor de metionina no existe en 8l grupo de complementa-
cidn representado por F229 .

La naturaleza no excretora de los diploides MDX7 y MDX2B es una
indicacidn de que la desregulacidn existente en aestas estirpes es a ni-
vel de répreéién méds que a nivel de actividad enzimdtica: . Esto se apo-
ya con la segregacidn de los cruces entre F301 § F229 y estirpes con

marcadores en los genes met2 , met8 6 met6 . Estos cruces indican que

las mutaciones que confieren resistencia y excrecién no estén en ningu-
no de los genes que codifiican estas enzimas .

El segundo grupo de excretores muestra una segregacidn digénica
para la resistencia a etionina e independencia entre la resistencia y
la capacidad de excretar metionina .

La naturaleza digénica de la resistencia , en estas estirpes ,
queda bien establecida por el cambio de las segregaciones a distintas
concentraciones de etionina , mostréndose claramente dos genes de dis-
tintas efectividades en la manifestacidn de la resistencia . Es conve-
niente sefalar que el vigor del crecimiento y el fondo genético pueden
alterar notablemente la claridad de la segregacidn y han de tenerse en
cuenta en la interpretacién de los resultados . El1 hecho de que los di-

ploides entre resistentes monogénicos y digénicos sean sxcretores y re-
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sistentes , puede sxplicarse ya que en los casos estudiados el gen de
efecto fenotipico mayor es alélico al gen presents en F301 .,

La sxcrecién presaenta un comportamisnto més complicado no explica-
ble por un modelo mendslisno sencillo . A la vista de los resultados ex-
perimentales nosotros elaboramos el siguiente modelo :

a) La excrecidn es consecuencia de la interaccién entre dos componen-
tss : uno nuclear y otro citoplésmico .

b) E1 componenta nuclear es una auxotrofia en el gen THA4 , que impli-
ca acumulacifn de homoserina , Esta acumulacidn perwite una sinte-
sis forzada de metionina ,

c) E1 componente citoplésmico es un factor que permite le excrecién
de: metionina . Lo llamaremos en adelante (HEX)‘ .

d) Este factor proviens por mutacién de un componente citoplésmico
presente en la estirpe parmental F3 , al cual llamaremos (MEX) . El
factor (MEX) pueds estar presente o no en otros fondos genéticos .

s) E1 factor (K-‘x)*.s més 0 menos estable o se manifiesta més o menos
sn distintas estirpes , segin cada fondo genético y/o su proporcién
respecto al factor (MEX) .

f) Ds acuerdo con los puntos anteriares , una estirps sxcretora tendré
dmﬁm;ﬂl_g(ﬁx)‘.mautimammmm‘ww

genotipos diferentes @
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- Iﬂ&f ’ (HEX)
- thra , (MEX) -

E 3
- THR4 , (MEX)

La hipotesis anteriormente expuesta explica una serie de hechos ob-
servados experimentalmente :

a) La excrecién es curable en F305 , pero no la resistencia .

b) La segregacién meidtica del cardécter excretor es confusa , tendien-
do a perderse ese cardcter ,

c) Los diploides MDX25 y MDX26 no son excretores pero en su descenden-
cia se observa una segregacifin 2E:2NE ., Esto se puede explicar asig-
nando a MDX8-10A y MDX9-2C los genotipos THR4 (MEXf* , ¥ suponiendo
que en el fondo genético de estos cruces (derivados meiéticos de F3
por F3) el factor (MEX) es suficientemente estable como para mani-
festarse claramente .

d) Los segregantes meifticos excrstores de estos cruces son siempre

thrd . Sus revertientes espontdneos THR4 no son excretores .

e) Existe en el citoplasma de F305 un factor que transferido a 1la ce-
pa F3 , la hace excretora ., Sin embargo , no hace excretor & un re-
vertiente THRA de F3 ,

Este (ltimo experimento , la transferencia de material citoplésmi-

co a través de una cepa karl-l (Conde y col. 1976) aclara totalmente los

hechos anteriores y conduce forzosamente a la hipotesis anterior .
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El estudio sn Seccharomyces cersvisiae de la resistencia a diver-
sos antibifticos como tetraciclina (Hughues y col. 1972) , mikemicina
(Howell y col. , 1974) y primequina (Rotman , 1975) , oligomicina (Av-
ner y Briffihs , 1973a , 1973b) , cicloheximide y cloramfenicol (Gueri-
neau , 1974 , 1976) , inhibidores del transporte mitocondrial como la
rodamina 66 (Carignani , 1977) o colorantes como el Verde Janus (Krus-
zewska , 1978) ha demostrado que el fenotipo resistente es una interac-
cién entre genes Quclaares y factores citoplédsmicos o plasmagenes . En
algunos casos este factor citopldsmico estéd localizado en la mitocondria
pero en otros cesos como la resistencia & Rodamina 66 y Verde Janus B no
estéd localizado en ella . Debido a gue los mutantes resistentes a uno de
estos compuestos suele mostrar resistencia cruzada a otros compuestos neo
relacionados estructural o funcionalmente con 41 , se postula gque el fe-
némeno de resistencia se debe a alteraciones en la permeabilidad de la
membrana ,

Buerineau y col. (1974) demuastran que la presencia de uno de los
factores pi , que confieren resistencia a oligomicina , esté directamen-
te correlacionada con la existencia de moléculas de ADN circulares de 2
micras , un tipo de ADN episémico descubierto por Sinclair y col. (1967)
Guerineau postula que este plédsmido puede desempefiar un papel inforwmacio-
nal en la biogenesis y/o funcién de membranas celulares . Kruszewska y

col. (1978) llegan a la conclusién de que la resistencia a Verde Janus B
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es una interaccidn entre genes nucleares y un factor citopldsmico si-
miler al descrito por BGuerineau , cuyc nimero de copias influye en el
grado de resistencia presentado por las células .

Los resultados encontrados en el estudio de los mutantes excreto-
res de metionina indican una accidén sobre la membrana que altera su
psrmeabilidad y provoca la excrecién de metionina . Una actuacidn posi-
ble del f;ctu;‘citoplésmico serfa invertir la direccién del flujo de la
permeasa especifica de metionina , creando un eflujo de metionina y etio-
nina , que ejerceria un efecto detoxificador . Esta detoxificacidn por
ei sola , no produce un fenotipo de resistencia a etionina 5 mM , pero
puede conferir una pequefia ventaja selectiva a estirpes que llevan débi-
les mutaciones nucleares de resistencia ,

El alto poal de homoserina debido a la auxotrofia en el gen THRA
y la posible desrepresidn parcial de enzimas biosintéticas de metionina
debido a la presencia de genes de resistencia , permitirfa una produccidn
de metionina , como la observada en estas estirpes , pequefia pero signi-
ficativa . Es interesante notar que el porcentaje de excretores entre los
resistentes y el de resistencia a etionina es mayor en la estirpe F3 (ge-
notipo thr4 ) que en F16 (genatipo THR4) .

Tres mutantes excretores de treonina se obtuvieron por reversién
de S2207A , deficiente en la aspartoquinasa .

Estos mutantes , creciendo en medio minimo , excretan treonina al
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medio , alcanzéndose concentraciones entre 8 y 35 mg/gps . Algunos de-
rivedos meidticos de estas cepas alcanzan mayor produccidn ’poa:lhle-
mente este hecho refleja la influencia del fondo genético sobre el vi-
gor dsl crecimiento y la superproduccién .

Al iguel que en el caso enterior , la excrecién de treocnina estd
asociede a la fase da crecimiento del cultivo . Watson (1976) detarming

la concentracién intracelular de treconina en estirpes de Saccharomyces

cersvisiae , creciendo sobre treonina 2 mM o sulfato aménico 2 mM . Ob-
tiene valores de 8,3 mg/gps y 1,23 mg/gps , respectivamente . Este dlti-
mo valor es muy prédximo al de 1,6 mg/gps encontfa.do por nosotros en
la estirpe no desregulada F6 , creciendo sobre sulfato amdénico .

Nuestros excretores son capaces de acumular hasta 36 wmg/gps , 1o
que supone aproximadamente 4 veces més treonina que la reportada por
Watson en células creciendo sobre trecnina . La concentracién méxima
del aminofcido se alcanza a las 60 horas de cultivo . Rostericrmwente ,
quizés sea la treonina catabolizada por Saeccharomyces .

La presencia de &cido aspdrtico , en sl wedio , estimula la pro-
duccidn de treonina , sugiriendo que controles antericres a la sintesis
ﬁup&ﬁuout&llwtudowtualmts,mmsmsmpu,hwm

Mﬂnum‘.}
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En todos los mutantes excretores de treonina s podemos distinguir
claramente entre el fenotipo superproductor y el fenotipo excretor .

La superproduccidn esté causada por un gen , identificado bioqui-
mica y genéticemente como un alelo desregulado del gen HOM3 . Este ale-
lo codifica una aspartoquinasa insensible a retroinhibicidén por treoni-
na .

El carécter superproductor segrega monogénicamente y es semidomi-
nante en el diploide entre una estirpe excretora y una silvestre (JGX1).

No hemos observado superproduccidn de homoserina y/o metionina .
Esto indica gue el control de la homoserina quinasa (Ec 2.7.1.39)(Robi-
chon-Szulmajster , 1967 ; Robichon-Szulmajster y col. , 1973) es muy dé-
bil en nuestras cepas . La desviacidn de homoserina a metionina esté
fuertemente controlada ; metionina y S—-adenosilmetionina reprimen e in-
hiben la homoserina-O-transacetilasa (Robichon-Szulmajster y col. , 1967
Cherest y col. , 1969 ; Cherest y col. , 1971) .

El estudio genético de JGl1 y JG3 ha puesto de manifiesto la exis-
tencia de dos genes , no ligados entre si , que afectan a la excrecidn

de treonina . Hemos llamado a estos genes , TEX1 y TEX2 y a sus alelos‘

presentes en nuestras cepas , texl-l y tex2-1 . El alelo texl-l procede
de la estirpe parental 82207A , dfén@le se mantiene criptico ; tex2-1 no
se sncuentra presente en 82207A y parece haber sido inducido por mutagé-

nesis simulténeamente a la reversién del gen HOM3 .
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El andlisis de la treonina excretada y acumulada por las esporas
de una tetrada tetratipo (Tabla IV-14) demuestre que el alelo texl-1 ,
inclusc en un fondo gentico no desregulado para le produccién de treo-
nina , provoca excrecién del aminodcido , Aunque no tenemos datos confirme-
torios , suponemos que Eﬂﬁgfl es similar en funcién a 3251-1 .

Una serie de hechos experimentales , reportados en la bibliogrefie
hacen patente el papel de las permeasas en la excrecién de metabolitos .

Grenson (1973) ha descrito en Saccheromyces cersvisias , mutantes capaces

de excretar arginina u otros aminodcidos . Estos mutantes combinaban una
mutacién inactivadore de la permeasa general de aminodcidos (Grenson s 1970
’ 1971) y otra mutacién que reduce la activided de la permeasa especifica
para sl eminodcido excretado . Beckerich y col. (1979) han obtenido mutan-

tes de Saccharomycopsis lipolytica afectados en el transporte activo de

lisina ; algunos de estos mutantes , presentan ademds un fenotipo excretor
de ligina . Estos autores encuentran al menas cuatro genes impligados en
la captacién de lisina , lo que de idea de la posible complejidad del sis-
tema ,

En Escherichia coli , Halsall (1975) ha descrito mutantes con defec-

tos en el sistema de transporte de lisina y excretores de este aminoécido .
No hay descrito en la bibliograffa ningin sistema de transporte ac-
tivo especifico pare treonine , aunque si estdn descritos para otros ami-

nodcidos : lisina (Grenson , 1966a) , metionine.(Gits y col. , 1967) ,
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histidina (Crebeel y col. , 1970) , arginina (Grenson y col. 1967) . No-
sotros sugerimos como més probable que TEXl y TEX2 sintetizan proteinas
de funcién permedsica ; los productos de estos dos genes pusden o no ac-

tuar unidos en una sole proteina funcional .

Como.los mutantes excretores de metionina , los excretores de lisi-
na se obtuvieron por resistencia a un andlogo téxico del aminodcido desee-
do ¢ la tialisina 6 S-(2-aminoetil)-L-cisteina . Este compuesto penetre
dificilmente dentro de las células , peroc una pequefia concentracién inhi-
be completamente el crecimiento celular. Este efecto se contrarresta es-
pecificamente por concentraciones de L-Lisina , aproximadamente iguales
a la mitad del inhibidor ,

Las cepas excretoras obtenidas son capaces de acumular en el medio
entre 26 y 50 mg de lisina por litro . Esta produccifén es escasa en com-
paracién con las repgrtadas por Takenouchi y col. (1979) usando cepas de

Candida pelliculosa (2,24 g/1l) o por Gaillardin y col. usando Saccharomy-

copsis lipolytica (127 mg/l) . Sin embargo , el primer caso es dificil-

mente comparable al nuestro por las diferencias en la composicifn del me-
dio de cultivo y las condiciones de fermentacién .

Sobre la excrecién de lisina y la resistencia a tialisina , juega
un papel muy importante la concentracién de inositol en el medio . Este

hecho , idéntico al encontrado en la excrecifén de treonina seré comentado
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més tarde .

Todos los clones seleccionados como resistentes a tialisina y ex-
cretores de lisina , eran recesivos para ambos fenotipos . La resisten-
cia , excepto en una de las estirpes estudiadas , muestra una segrega-
cién claramente monogénica y es independiente del cardcter excretor .

La excrecién de lisina segrega de una manera confusa , que recuerda
los datos obtenidos al estudiar los mutantes resistentes a etionina y dé-
bil excrecidn de metionina . Las frecuencias de segregacidn de la excre-
cidn varian para un mismo excretor y cuando se cruza con diferentes fon-
dos genéticos y esto puede ser una evidencia de la‘inestabilidad de algin
factor citoplésmico implicado en la excrecién . Sin embargo , no hay nin-
glin resultado serio que indique la existencia de este factor citoplésmico.’

Gaillardin y col. (1974) estudiaron una serie de mutantes de Saccha-

romycepsis lipolytica , resistentes a 4,5-transdehidrolisina (anélogo té~-

xico de la lisina) , que presentan algunas similitudes con el’comportamien-
to genético de la excrecidn , en nuestras estirpes .

Estos mutantes , llamados mg5S , estan afectados en el gen de la ho-
mocitrato sintetasa y acumulan lisina en su pool , pero no la excretan al
medio . Posteriorwmente , Gaillardin (1975) obtuvo derivados excretores de
estas estirpes .

Los excretores aparecfan fdcilmente (90,3% de los superviviantas)

tras irrediacién con luz W de un cultivo de una cepa mg5 . Gaillardin



llam§ lex-1 a este nuevo cardcter due permite la excrecifn ds lisina en
un fondo genético desregulado (mgS) . E1 cardcter lex-l es muy inestable
y tiende a perderse con el tiempo ; Gaillardin consiguié tras varios re-
aislamientos clones que daban del 1 al 10% de colonias no axcra&ores cuan-
do se plaqusaban ,

El anélisis meiftico de diploides homozig6ticos para los caracteres
mgS y lex-1 , por el método de esporas en masa , nunca condujo a la recupe-
racién de ssporas con fenotipo excratqr y aungque tanto el gen mgS como au-
xotrofias presentes esn el cruce , segregaban normalmente .

Gaillardin concluye que el fenotipo lex puede deberse a un determi-
nante citoplédsmico , que s6lo se expresa en un fondo con regulacién altera-
da y no en un fondo normal , donde probablemente se induce con la misma
frecuencia .,

Tekenouchi y col., (1979) trabajando con mutantes de Candida utilis

resistentes a tialisina y excretores de lisina , llegan a la conclusidn

de que no hay una relacién clare entre la capacidad de resistencia a tiali-
sina y la potencia excretora . No hacen estudios genéticos que confirmen o
no la independencia de los dos fénotipos .

Zwolshen y col. (1981) estudiaron mutantes de Saccharomyces cerevi-

siae resistentes a tialisina y excretores de lisina , clasificéndolos en
tres grupos :

- Grupo I ! La resistencia es monogénica y dominante .



- Grupo II : La resistencia es monogénica y recesiva .
~ Grupo III : La resistencia segrega irregularmente (no muestran
los datos experimentales ) y es fecesiva ,

Estos autores no estudian la segregacién del cardcter excretor
quizés por suponerlo inseparable de la resistencia a tialisina . Todos
los mutanteé mostraban actividad 1isil-RANAt sintetasa mds baja que el
parental‘aunéLe no hay correlacidn entre la potencia excretora o el
comportamiento genético de le resistencia con las actividades observa-
das en este enzima .

Nuestros resultados en la excrecidn de lisinavno permiten la
elaboracidn de un modelo que explique el comportamiento de estos mutan-
tes .

Es evidente la separacidn del fenotipo excretor del fenotipo
resistente . La resistencia presente en estas cepas parece ser a nivel
de permeabilidad no por una desregulacidn en la sintesis de lisina .
El o los caracterss que provocan la excrecifn son desconocidos , aun+
que su comportamiento recuerda a los mutantes dénde la excrecidn de
metionina al medio parece mediada por un factor citoplésmico .

La aplicacidn de la técnica de transferencia de citoplasma ,
usando una estirpe 522}—1 s €5 totalmente necesaria para el esclare-

cimiento de este punto .
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Es posibls reunir en una misma estirpe mutaciones gue permitan
la excrecién simulténea de distintos aminofcidos , asi como la resis-
tsncia simulténea a distintos anflogos . Estos dobles excretores son
posibles en todas las combinacionss : excretores de metionina y treo-
nina , de metionina y lisina o de treonina y lisina . No se han inten-
tado la obtencidn de excretores triples , pero nos parece totalmente
factibl; au éﬁnsecuci6n .

Es ds sefialar que en todos los cruces realizados entre excretorss
sencillos , las segregaciones de los carécteres de resistencia y excre-
cién se ajustan a las proporciones obtenidas previamente en cada caso ,
en los cruces sntre estirpes excretoras y no excretoras . Todos estos.

caracterss son independientes entre si y compatibles en el mismo genoma;

Un hecho que afecta tanto a la excrecién de treonina como la de
lisina , ®5 el papel potenciador del inositol sobre la excrecidn . Un
exceso de inositol en 8l medio provoca una mayor sxcrecidén de treonina
(con bajada del pool celular) ; més adn , un exceso de inositol es na-
cesarioc para que las estirpes excretoras de lisina y/o treonina sean
capaces de alimentar un césped auxotrdéfico . La presencia de inositol
@limina el fenotipo de resistencia a tialisina , permitiendo seguramen-
te tanto una mayor salida de la lisina celular como una mayor sntrada

de tialisina en las células .,
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El exceso de inositol no afecta a la excrecifn de metionina ; tam-
poco al vigor del crecimiento de ninguna cepa excretora ., Todas éstas sor
ademds prototrofas para el inositocl y capaces de sintetizarlo .

Shiio (1962a) observé que células de Brevibacterium flavum crecienr-

do en medio deficiente en biotina , poseen mesanismos alterados de perme:-
bilidad que permiten la pérdida de los aminoécidos del pool por lavado ce

las células . Shibukawa (1965) descubrié en Corynebacterium glutamicum oue

sélo hay excrecién de écido glutdmico cuando la razén de dcidos grasos sz-
turados a insaturados es mayor que 1 . Esta razén esté controlada por 1=
concentracién de biotina . Parece muy importante la composicién de la mer-
brana como causa de le& mayor o menor salida de aminodcidos a8l medio .

La carencia de biotina provoca en levaduras un incremento de la per-
meabilidad celular y dafios en las estructuras de las membranas citoplésm:-
ca y vacuolar (Rose , 1963 ; Dixon y Rose , 1974) . Suomalaine y Kerd#ner
(1963) observaron en estas condiciones un cambio en la composicién lipic:-
ca de la meémbrana , con descenso de los 4cidos grasos de 18C e incrementc
en &cidos grasos m&s cortos de 16C , asi como cambios en la proporcién ce
&cidos grasos insatufados a saturados ., Estas mismas observaciones se re-
piten en varios hongos y bacterias (Summers y Foster , 1965) .

El inositol forma parte de la membrana celular como fosfatidilino-
sitol y esfingolipidos complejos (Suomalainen y col. , 1972) ; su cerenci:

en mutantes auxotr6ficos , provoca la lisis celuler .
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Estéd bien estudiado el papel del inositol y los efectos de su au-
sencia en el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Becker y col. , 1980
Hanson y col. , 1980 ; Hayashi y col. , 1976 ; Henry y col. , 1977} , pe-
ro no hay datos sobre los efectos de un exceso de inositol sobre la com-
posicién ds la membrana .

Nosotros pensamos que a semejanza de la biotina en la excrscién
de &cido glutémico , un exceso de inositol en el medio altere la rela-
cidn entre los distintos tipes de lipidos en la membrana y produce un
flujo més libre en la entrada o salida de algunos aminoécidos .

Treonina y lisina estén almacenadas praferuﬁtenente (75-80%) en

la vacuola de Saccharomyces cerevisiae (Wiemken y col. , 1974 ; Messen-

guy y col. , 1980) ; &sta presenta algunas diferencias en la composicidn
de lipidos de su membrana , respecto a la citoplésmica (Schwencke , 1977)
serfa muy interesante medir en nusstros mutantes y sus cepas parentales
creciendo con y sin inositol , la proporcién en los pooles citoplésmi-

cos y vacuplares de treonina y lisina }

Las producciones de metionina y treonina alcanzadas por nusstras
cepas , son de alto interés eplicado . Segdn la FAD (1973) los requeri-
mientos de treonina y metionina més cistsina , para un adulto , son res-

pectivamente 7 mg/kg y 13 mg/kg de peso .

Con las concentraciones de treonina y mstionina alsecenadas , ac-
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tualmente , en los pooles de nuestras estirpes , 15 gramos de levaduras
secas cubren el 96,4 y el 15,6k de las necesidades de treonina y metio-
nina més cisteina de un adulto de 80 kg. de peso . Estas cifras son fécil-
mente superables , ya que las condiciones en que s han medido excreciones
y pooles (medio minimo , fermentacién no controlada) no estén en absoluto
optimizedas . Sgﬁ esperanzadoras también modificaciones genéticas que dis-
minuyan la excrecién y aumenten los pooles .

Las levaduras constituysn un producto industrial abundante , barato
y natural . La introduccién de los caracteres de superproduccidén de emino-
dcidos , por técnicas genéticas , en levaduras industriales , las enrique-

cerian notablemente en valor nutritivo y por tanto scondmico .

Como final , ssfialaremos los problemas gque quedan por resolver ,
tanto desde el punto de vista aplicado como bésico :
a) Optimizacidn de los medios de produccién y de las condiciones de
farmentacién .
b) Optimizacién gendtica de las estirpes @
'« Limpieza ,, por retrocruzamiento con estirpes silvestres , del
fondo gendtico de las sstirpes excretoras a fin de eliminar ca-
racteres indeseables inducidos por mutagénesis .

- Introduccidn de otres auxotrofias que aumenten la produccién .
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- Wnidn de varias mutaciones con similares fenotipos ,
Estudios de las producciones alcanzadas por mutantes excretores de
dos aminodcidos .
Obtencién y estudio de mutantes productores de tres aminodcidos .
Confirmacidn y estudio detallado del factor citoplésmice , implica-
do en la excrecidn de metionina .
Estudio bioguimico de los genes TEX , como posibles codificadores
de una permeasa especifica para la treonina .
Carecterizacidn genétice de la excrecidén deylisina .
Estudio de la influencia del inositol en la composicidn y funciona-

miento de la membrana .
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Se han obtenido mutantes de Saccharomyces cerevisiae , excretores

de metionina , treonina o lisina .

Tanto la resistencia a anflogos téxicos del aminodcido deseado co-
mo la alteracién de enzimas regulatorias claves por reversién de
mutantes caren es de dichas enzimas , son métodos vélidos pare la

obtencién de mutantes desregulados .

La excrecién de metionina lisina y treoninz por Saccharomyces cere-

visiae se ajusta a los modelos cinéticos propios de los metabolitos

primarios .

En todos los casos estudiados , excepto en uno , el andlisis meié-

tico separa y diferencia el fenotipo superproductor del excretor.

La superproducciédn de los amino&cidos se debe a alteraciones en me-
canismos de regulacién enzimdtica , a nivel de sintesis o de acti-

vidad .

La excrecifn puede estar mediada por genes nucleares y/o por facto-

res citoplésmicos .

Se han descubierto dos genes , llamados genes TEX , probablemente

implicados en el transporte de treonina .
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8.~ Se ha demostrado la existencia de un factor citoplésmico implicedo

en la excrecidn de metionina .,

9.~ La excrecidn de alguncs aminoécidos se ve afectada cuantitativemen-
te por la presencia en el medio de metebolitos relacionados con la

membrana (inositol) .

10.~ Es posible obtener estirpes excretoras de dos tipoe diferentes de

eminodcidos , en cualquier combinacidn .

11l.~ En estos mutantes excretores dobles , los pPatrones de segregacidn

de la excrecidn para cada aminoécido , se mantienen inalterados .
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