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ABSTRACT

Pyruvate carboxylase plays an important role in intermediary metabolism, catalyzing the formation of oxaloacetate
from pyruvate and HCOs . It thus provides oxaloacetate for gluconeogenesis and for replenishing tricarboxylic acid
cycle for fatty acid, amino acid and neurotransmitter synthesis. The enzyme is highly conserved and it is found in a
great variety of organisms including bacteria, yeasts, fungi and plants, as well as in higher organisms. The yeast
Saccharomyces cerevisioe contains two structural genes for pyruvate carboxylase, which are regulated in different
ways. On the other hand, Pichia pastoris has only one gene. This protein is @ member of a group of biotin-
dependent enzymes and the disruption of their coding genes results in the incapacity of the yeast to grow on a
minimal medium containing glucose as the sole carbon source. This phenotype led to the isolation of mutants from
these two yeasts, which are affected in the glucose repression of a series of genes.
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RESUMEN

La enzima piruvato-carboxilasa desempena un papel importante en el metabolismo intermediario, al catalizar la
sintesis de oxalacetato a partir de piruvato y HCO3 . Esta reaccién suministra el oxalacetato necesario para
la gluconeogénesis y para alimentar el ciclo de los dcidos tricarboxilicos, ya que algunos intermediarios del
mismo se emplean como precursores en la sintesis de dcidos grases, aminodcidos y neurotransmisores. Esta
enzima se encuentra altamente conservada entre diferentes especies y los genes codificantes de la misma han
sido aislados de bacterias, levaduras, hongos, plantas, asi como de eucariotas superiores. En Saccharomyces
cerevisiae existen dos genes codificantes de esta proteina, los cuales son regulados de manera diferencial. Por su
parte, en Pichia pastoris se ha identificado solamente un gen. Esta proteina es miembro del grupo de las
enzimas dependientes de biotina y la interrupcién de la misma provoca un fenotipo de ausencia de crecimiento
en medio minimo cuando la glucosa se emplea como Unica fuente de carbono. Este fenotipo ha permitido el
aislamiento, en estas dos levaduras, de mutantes en los que estd afectada la represién por glucosa de una serie
de genes.
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Introducciéon

Las levaduras han sido empleadas por el hombre des- Algunos de los componentes del ciclo de los acidos
de hace varios siglos para la obtencion de bebidas  tricarboxilicos actian como precursores en la
alcohdlicas y la produccion de diferentes alimentos  biosintesis de dcidos grasos, aminodcidos y neuro-
(como el pan). En nuestros dias, las levaduras, en  transmisores. La salida de componentes de este ciclo
particular Saccharomyces cerevisiae, se empleanno  hacia otras rutas biosintéticas hace que el mismo deje
solo en diferentes industrias, sino también como  de funcionar si no es alimentado. En las levaduras,
modelos para el estudio de los mecanismos que con-  existen dos rutas que llevan a cabo estas reacciones
trolan la expresion génica en los eucariotas. anaplerdticas del ciclo de los acides tricarboxilicos.
Los principales mecanismos que existen paraelcon-  Una de estas rutas es ¢l ciclo del gliexilato, que da
trol de la transeripcion en cucariotas son laactivacion o lugar a malato y succinato partiendo de acetil-CoA, y
la represion de la maquinaria transcripcional [1]. La  la otra es la produccion de oxalacetato a partir del
disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo pro-  piruvato, reaccion catalizada por la enzima piruvato-
mueve la generacién de seflales que van desde lamem-  carboxilasa (Figura I).
brana citoplasmatica hasta el nocleo, y las levaduras Hasta hace unos afios, la ausencia de informacion
responden a estas sefiales produciendo cambios en la acerca de la estructura de la enzima piruvato-carboxila-
expresion de diferentes genes [2]. Estos microorganis-  sa frend los esfuerzos que se venian realizando con el
mos pueden usar una gran varicdad de compuestosor-  objetivo de comprender como funcionan y se regulan
ganicos como fuente de carbono, sin embargo, emplean  ésta y otras proteinas dependientes de biotina. Sin
preferentemente hexosas como la glucosay la fructosa.  embargo, en los tltimos afios se ha acumulado una gran
Cuando la levadura dispone de estos compuestosenel  cantidad de informacion acerca de la estructura
medio, los mismos son metabolizados por la ruta  tridimensional y del mecanismo de accién de la enzima
glicolitica y van principalmente hacia la fermentacion  [4]. No obstante, ¢l objetive central de este trabajo
alcohdlica |3]. El crecimiento en presenciade otrasfuen-  versa sobre los genes codificantes de esta proteina en
tes de carbono como el glicerol o el lactato, requiere  levaduras, el cfecto fenotipico de su interrupcidn y so-
condiciones aerdbicas y es dependiente de la funciona-  bre algunos aspectos que controlan su regulacion, tanto
lidad del ciclo de los acidos tricarboxilicos. anivel catalitico, como de la sintesis de la enzima.
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Figura 1. Esquema simplificado del metabolismo del carbono en
levadura donde se presenta el paso metabdlico catalizado por la
enzima piruvato-carboxilasa.

La enzima piruvato-carboxilasa

La enzima piruvato-carbexilasa ha sido descrita en
una amplia variedad de organismos que incluyen
bacterias, levaduras, hongos, invertcbrados,
vertebrados v plantas [3. 6]. Iista enzima pertencee
al grupo de las carboxilasas dependientes de biotina,
que abarca la acctil-CoA-carboxilasa (EC 6.4.1.2),
la 3-metil-crotonil-CoA-carboxilasa (EC 6.4.1.4) y
la propionil-CoA-carboxilasa (EC 6.4.1.3). En ¢l
caso particular de la piruvato-carboxilasa. ¢l grupo
prostético. la biotina. ¢sta unido a la enzima me-
diante un cnlace amida con un residuo de lisina [7].
El sitio activo de las carboxilasas dependientes de
biotina se crec que consiste en dos subsitios sepa-
rados espacialmente, donde la biotina actda como
un transportador movil del grupo carboxile (Figu-
ra2). La biotina sc carboxila en un subsitio y se
transficre al scgundo donde la molécula aceptora,
cn esle caso el piruvato, es carboxilada |8]. Me-
diante ¢l empleo del complejo enzima-carboxibioti-
na y de andlogos del piruvato. sc ha visto también
que la union de este ultimo a la enzima induce el
movimiento de la carboxibiotina al sitio donde ocu-
rre la segunda etapa de la reaccién [9]. Es en este
sitio donde la carboxibiotina se descstabiliza. Por
lo tanto, la rcaccion completa se puedce representar
como la suma de dos etapas:

En la enzima purificada de diferentes especies
incluyendo S. cerevisiae. ¢l sitio catalitico queda dentro
de una cadena polipeptidica simple, de un peso
molecular aproximado de 113-130 kDa. La forma
activa de la enzima estd compuesta por cualro

acetil-CoA

(Iy MgATP2 + HCO3 + ENZ-biotina Som-=o MgADP™+ Pi + ENZ-biotina-CO3

(II) ENZ1 -biotina-C05 + piruvato

subunidades de este tipo, cada una de las cuales une
una molécula de biotina [10].

Aislamiento de los genes que codifican
la piruvato-carboxilasa de levadura

La primera secuencia completa publicada del gen
codificante de la enzima piruvato-carboxilasa, fuc la
correspondiente al gen de S. cerevisiae [11]. Este gen,
al que nombraron PYC/, se aisl6 utilizando una sonda
de ADN radiactiva sintetizada a partir de la secucncia
consenso para el dominio de unién de biotina, Este
gen s¢ encuentra localizado en el cromosoma VII[12].
La secuencia de la proteina, deducida a partir de la
secuencia de ADN, mostré que el mismo codifica una
proteinade 1 178 aminoacidos.

Estos autores compararon parte de la secuencia de
esta proteina con partes de las secucncias de otras
enzimas dependientes de biotina cuyas funciones son
bien conocidas, y con las de enzimas que tienen fun-
ciones y propicdades cataliticas similares, pero que
no son dependientes de biotina. Como resultado de
esta comparacion (Figura 3) vieron que la region entre
los aminodcidos 559 y 913 dc la enzima de S, cerevi-
sie tiene considerable homologia con laregion amino
terminal de la subunidad 3S de la transcarboxilasa
(EC 2.1.3.1), correspondiente al dominio de unidn de
piruvato. También. encontraron un alto nivel de
homologia de la region comprendida entre los amino-
acidos 353 y 468 con parte de la subunidad a de la
propionil-CoA-carboxilasa humana y también con
parte de la acetil-CoA-carboxilasa de pollo. Estas tres
proteinas ticnen en comin la capacidad de unir ATP y
HCO5. Laregion comprendida entre los aminodcidos
157 ¥ 333, mostré una gran similitud con la mitad
amino lerminal del dominio de union de ATP de la
enzima carbamil-fosfato-sintetasa. Finalmente, la com-
paracion de los Gltimos 90 aminodcidos del extremo
carboxilico de la enzima de levadura, mostrd un alto
grado de similitud con el dominio biotinilado de la
enzima E2 de la piruvato deshidrogenasa de Escheri-
chia coli.

En 1991. dos grupos de investigadores publicaron
indcpendientemente que en S. cerevisiae e¢xiste otro
gen codilicante de la piruvato-carboxilasa [13. 14].

Sitio de reaccion 1 Sitio de reaccion 2
MgATP + HCO, MGADP+ Pi i Piruvato Oxalacetato
\,-._. - _/ Ik(;_ﬂ/\ [YES]
£
o

Sitio activo

Figura 2. Esquema del sitio active de una de las subunidades de
la enzima piruvato-carboxilasa. En el esquema se muestra lo
forma en que el grupo prostético biotina actta como transporta-
dor del grupo carboxilo desde el sitio de reaccion 1 hasta el 2.
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Este segundo gen, al que se le denominé PYC2, se aisld
a partir de una genoteca, emplecando como sonda
radiactivael gen PYC/, Este gen se encuentra localiza-
do en el cromosoma II [13]. Ambas {soenzimas tie-
nen 90% de homologia a nivel de secuencia de amino-
acidos, tienen una localizacion citoplasmatica y no
presentan diferencias en los valores de Ky, para el ATP
y el piruvato. Sin embargo, la proteina codificada por
el gen PYC2 es mas estable que la codificada por ¢l gen
PYCI, la cual pierde casi 100% de su actividad des-
pués de incubarse durante una noche a 4 °C [13].

Recientemente, se aislé ¢l gen codificante de esta
proteina en la levadura Pichia pastoris [15]. Para el
aislamiento del mismo, se analizé la homologia exis-
tente en varias regiones de esta proteina entre diferen-
tes especies. Al gen aislade se le denomind PpPYC/ y
a diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae, en la
levadura P, pastoris, se demosiro la existencia de un
solo gen codificante de esta proteina. No esta claro
por qué unas especies presentan varias isoenzimas
para una determinada funcion, mientras que otras sélo
muestran una sola actividad. Se sabe que S. cerevisiae
es un paradigma de genoma que se ha multiplicado
parcialmente a partir de un genoma primitivo. Asi, la
secuenciacian del genoma completo ha permitido mos-
trar que existen regiones enteras de un cromosoma que
se hallan duplicadas en otro y que han sufrido alguna
modificacién en el curso de la evolucidn [16].

El anélisis de la secuencia nucleotidica del gen aisla-
do de lalevadura P. pastoris, mostrd que éste presenta
un marco abicrto de lectura de 1 189 aminoacidos y.
por lo tanto, tienc 12 y 5 aminoacidos mas que la
codificada por los genes PYCT y PYC2 de §. cerevi-
siae, respectivamente. l.a comparacidn de la secuen-
cia de aminoécidos deducida a partir de la secuencia de
ADN del gen clonado, con las regiones codificantes de
los genes PYC1 y PYC2 de S. cerevisiae, reveld que
existe una homolagia de 84% con estas proteinas. A
su vez, laidentidad fue de 72% en el dominio de unidn
de ATP (dominio A, aminocéacidos del 157 al 333; do-
minio B, aminoAcidos del 353 al 488), mientras que la
regidon menos conservada cs aquella donde se une la
biotina (aminoacidos del 1 089 al 1 178), que muestra
58% de identidad (Figura 4).

Regulacion alostérica de la enzima

Uno de los aspectos de la funcion de la piruvato-
carboxilasa que ha recibido mayor atencidn, es su re-
gulacion por acetil-CoA. En general, la actividad de la
enzima de vertebrados es dependiente de acetil-CoA.
Laactividad de la enzima de procariotas muestra gra-
dos diferentes de dependencia de acetil-CoA; asi, se
ha observado que la enzima de Pseudomonas
citronellolis no depende de éste [17], mientras que la
de Bacillus stearothermophilus muestra una depen-
denciatotal [18]. En el caso de la enzima de higado del
pollo [19], asi como en la de Aspergillus nidulans [20]
se ha visto mediante microscopia electrénica, que el
acetil-CoA tiene un efeclo estabilizador sobre la es-
tructura de la enzima.

Por su parte, la enzima de levadura es activa en
ausencia de acetil-CoA, pues su actividad basal no
depende de éste, sino de la presencia de iones potasio
a de otros cationes monovalentes [21]. Sin embargo,
el acetil-CoA tiene un efecto positivo sobre la activi-
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Figura 3. Represeniacion esquematica de la estructura primaria de la enzima piruvato-carboxilasa de
levadura. Se muestran las regiones de homologia con otras enzimas relacionadas, basado en el trabajo de

Lim y colaboradores [11].

dad de la enzima. A concentraciones saturantes de
acetil-CoA (K,= 6,6 mM), la actividad maxima que se
obtiene es tres o cuatro veces mayor que cuando esta
ausente. Bl efecto activador del acetil-CoA, combusti-
ble del ciclo de los acidos tricarboxilicos, esta en con-
cordancia con la funcion anaplerdtica de la enzima.
Esta activacidn por acetil-CoA es inhibida competiti-
vamente por ¢l NADH, el cual, sin embarge, no afecta
la actividad basal. Ademas del acetil-CoA, los acil-
CoA de cadena larga son también potentes activadores
de la enzima; de hecho, 1a K, para el palmitoil-CoA es
dos érdenes de magnitud menor que la del acetil-CoA
[21]. En S. cerevisiae, la maxima actividad de la enzi-
ma depende, ademas, de la concentracion relativa de
los nucleétidos de adenina [22].

El aspartato, por otra parte, es un inhibidor no
competitivo de la enzima (K; = 1,9 mM), mientras
que el oxalacetato muestra una inhibicion competitiva
con respecto al piruvato (K; = (.22 mM). La inhibi-
cion por aspartato parece ser un mecanismo de con-
trol especifico, ya que otros 4cidos dicarboxilicos no
producen una inhibicion sustancial [22].

Regulacién transcripcional de los genes
codificantes de la enzima piruvato-carboxilasa
de S. cerevisiae

Segln se pudo apreciar en el acépite anterior, la enzi-
ma piruvato-carboxilasa es regulada alostéricamente y
su sintesis parece ser constitutiva. Esto se ha visto al
determinar la actividad en cultivos aerdbicos, tanto
periédicos, como continuos, mediante el empleo de
difercntes sustratos, en los que se observa que la acti-
vidad aumenta alrededor de dos veces [23, 24]. Por
otra parle, en cultivos continuos crecidos en anaero-
biosis y en condiciones en que la glucosa es limitante,
la actividad es dos veces superior a la obtenida en
condiciones aerébicas [25, 26]. Por dltimo, la adicion
de aspartato al medio de crecimiento reduce la activi-
dad piruvato-carboxilasa en 50% en extractos de célu-
las dializados.

En S. cerevisiae, existen dos genes codificantes de
la enzima piruvato-carboxilasa [13, 14] que presentan
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una homologia de 92% a nivel de secuencia de amino-
acidos, pero sin alguna caracteristica comin en las
regiones 5’ no codificantes (Tabla 1). Este hecho pare-

Tabla 1. Secuencias en las regiones 5 no codificantes de los genes PYCT y PYC2 que tienen
homologia con sitios potenciales de unién de proteinas reguladoras reportadas en
S. cerevisiae. Tomado de Stucka y colaboradores [13].

ce indicar que existen diferencias en la regulacion de la Sitios de union Secuencias consenso Secuencias en el gen Genes
expresion de estos genes. CDEl RTCACRTG GTCACGTG -488 PYCI
Laexpresion de los genes PYCIy PYC2 en S. cere- TRE GGTCATGACC GGTCATGACC -330 PYCT
visiae se estudio a lo largo del crecimiento de la leva- GGTCATGCTC -146
dura en medio minimo y en medio rico, utilizando la ABF1/GF1 RTCRYNNNNNACG GTCACTAACGACG  -492 PYC2
glucosa o el etanol como fuentes de carbone [27]. Es- GRF2/REB) YNNYYACCCE CCCTTACCCG -476 PYC2
tos autores analizaron la expresion de la enzima, tanto Blogua-CT crree CITCCTGCGGAAG  -403 PYC2
GCN4 TGACTC TGACTC -278 PYC2

en cepas que portan los dos genes, come en cepas que
portan uno de ellos interrumpido. En sus condiciones
experimentales, los autores observaron que ambos
genes P Y( se transcriben en cultivos crecidos en glu-
cosay en etanol, aunque los niveles de ARN mensaje-
ro son dependientes de la fuente de carbono emplea-
da. En ¢l caso especifico de los cultivos crecidos en
glucosa, se observd que el gen PYC/ tenia una expre-
sidn constante, mientras que el gen PY(2 se expresaba
mayoritariamente en los estadios iniciales del creci-
miento. En el caso de los cultivos crecidos en ctanol, la
expresion del gen PYC/ fue superioraladel gen PYC2.
Curiosamente, la expresion de PYC/ en los cultivos
crecidos en etanol también fue superior a la expresion
obtenida en los cultivos crecidos en glucosa. Este re-
sultado es sorprendente, ya que se ha visto que el
ciclo del glioxilato es el encargado de aportar el oxala-
ietato necesario durante el crecimiento en presencia
de compuestos de dos atomos de carbono [28]. Una
explicacién posible para este resultade pudiera ser
que los niveles de ARN mensajero determinados en
estos experimentas, son relativos a los niveles de ARN
total. Estas diferencias observadas pudieran deberse,
en parte, a diferencias en el contenido de ARN
ribosomal en las células crecidas en presencia de glu-
cosa 0 etanol [29].

Con el objetive de corroborar los resultados des-
critos anteriormente [27], se aislaron las regiones 5°
no codificantes de los genes PYC/ y PYC2 mediante
reaccion en cadena de la polimerasa y se fusionaron
al gen reportero lacZ [30]. La funcionalidad del sis-
tema de fusion al gen lacZ se comprobd midiendo la
actividad B-galactosidasa en presencia de diferentes
fuentes de carbono.

En las condiciomes experimentales empleadas, la ac-
tividad obtenida a partir de la expresion bajo el control
del promotor del gen PYC/, fue dependiente de la fuen-
te de carbono. Se obtuvieron los mayores niveles de
actividad B-galactosidasa en el medio con etanol, mien-
tras que la obtenida a partir de la expresion bajo el
control del promotor del gen PYC2 no muestra varia-
ciones significativas en las diferentes fuentes de car-
bono. Resulta curioso el patrén de expresion obtenido
con el promotor del gen PYC1, ¢l cual coincide con el
resultado del grupo de Brewster [27]. Como se men-
ciono anteriormente, durante el crecimiento en pre-
sencia de compuestos de dos atomos de carbono, el
ciclo del glioxilato parece ser el encargado de suminis-
trar el oxalacetato necesario para el funcionamiento
continuo del ciclo de Krebs, y la piruvato-carboxilasa
aparece como innecesaria. En este sentido, se pueden
mencionar los resultados de un estudio en el que un
doble mutante A(pycl, pyc2) es capaz de crecer en
presencia de piruvato, ya que el ciclo del glioxilato
estd desreprimido [31]. No obstante, los resultados

indican claramente que el ciclo del glioxilato, asi como
lareaccion catalizada por la piruvato-carboxilasa, son
esenciales para el suministro del oxalacetato necesario
durante la gluconcogénesis. Serfa interesante estudiar
si la expresion de los genes que codifican las enzimas
del ciclo del glioxilato influye de alguna manera en la
del gen PYC/. Esto podria realizarse, por ejemplo,
mediante la medicion de los niveles de actividad
piruvato-carboxilasa cn cepas icl 1.

Para identificar dentro de estos promotores las re-
giones responsables de su regulacion, se realizaron
deleciones seriadas de los mismos en el sentido 5°. Las
deleciones obtenidas cn ¢l caso del promotor del gen
PYC], permitieron identificar dos regiones cuya eli-
minacién tiene un efecto marcado sobre la transcrip-
cion del gen lacZ [30]. La primera delecion actiia nega-
tivamente y fue identificada entre las posiciones -483
y -331 con respecto al ATG de iniciacion. Un andlisis
de esta region del promotor, mostré que en la misma
aparecen tres secuencias homdlogas a la region
represora URST del gen CAR]1, el cual codifica la enzi-
ma arginasa [32]. Estas secuencias incluyen un nacleo
central conservado de la secuencia 5"-CCGCC-3"yen
particular, la comprendida entre -432 y -424 (5'-
AGCCGCCCA-3"), es idéntica a una secuencia que
aparece en los promotores de los genes CHA/ [33] v
HOPI {34]. Este URS ha sido identificado como regu-
lador negativo de la transcripcion de varios gencs no
relacionados entre si (Tabla 2) y es capaz de unir una
o varias proteinas en experimentos de retraso en gel.
Bien pudiera ser que estas proteinas estuviesen impli-
cadas en una forma de regulacion negativa de la expre-
siondel gen PYC1.

La segunda regién identificada dentro del promo-
tor PYC/ se encuentra entre -330 y -298. Estaregion
actiia como un elemento activader de la transcrip-
cion (UAS), el cual parece ser necesario para la ex-
presion del gen, tanto durante el crecimiento en pre-
sencia de glucosa, como durante el crecimiento en
presencia de etanol. Ademas, este fragmento fue ca-
paz de formar un complejo especifico ADN-protei-
na cuando se empled como sonda en experimentos de
retraso en gel, en los que se utilizaron extractos nu-
cleares preparados a partir de cultivos crecidos en
condiciones de represion y desrepresidn [30]. Sin
embargo, este complejo desaparece cuando en estos
experimentos s¢ emplean extractos preparados a par-
tir de cepas que presentan mutados los genes rigl y
rtg2. Estos genes participan en la regulacion trans-
cripcional de la enzima citrato sintasa no mitocon-
drial [35]. Curiosamente, también se ha demostrado
que estas mutaciones disminuyen en 50% los niveles
de actividad piruvato-carboxilasa [36].
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s interesante senalar que cepas de levaduras que
ticnen interrumpido uno de los dos genes R1GI y
RTG2 o ambos, no crecen en medio minimo con gluco-
sa ¢ acetato como unicas fuentes de carbono, y son
auxotrolicas para aspartato o glutamato [35]. Iste
fenotipo es tipico de células que presentan afectado el
ciclo de los acidos tricaboxilicos o ¢l ciclo del glioxilato.
A su ver, ese mismo fenotipo cs el que presentan las
cepas en las que se ha eliminado la funcion de la
piruvato-carboxilasa [13]. Por lo tanto, esas protei-
nas, bien directa o indirectamente, podrian estar im-
plicadas en la regulacidn de la transcripcion de al me-
nos el gen PYC/.

Ln el caso de los elementos respensables de la trans-
cripeion del gen PYC2, los experimentos realizados
permitieron identificar al menos una de las regiones
necesarias para su regulacion. En este caso, se vio que
laregion comprendida entre -417 y -291 es necesaria
para la transcripcién de este gen cuando la glucosa se
emplea como fuente de carbono. No obstante, con
estaregion (entre -417 y -291), no se pudo obtener la
formacion de complejos especificos ADN-proteina
[30]. El andlisis de la secuencia de ADN de estaregion
del promotor PY¥C2, mostré que contiene dos secuen-
cias repetidas del pentanucledtido 5-CTTCC-3', al
que sc le denomina bloque CT. Este pentanucledtido
ha sido descrito en el promotor del gen PGK [37], ¢l
cual conticne una region activadora compuesta de va-
rios elementos entre los que sc encuentran tres sc-
cuencias repetidas del mismo.

Por altimo, a pesar de que en la secuencia del pro-
motor del gen PYC2 existen varios sitios potenciales
de union de proteinas reguladoras (Tabla 1), la climi-
nacion de estos sitios no provoca ninguna variacion
significativa de la actividad [3-galactosidasa [30].

Defecto metabélico causado por la interrupcién
de los genes PYC

El efecto de la interrupcion de los genes PYC en la
cepa portadora de varias auxotrofias, W303, ha sido
publicado previamente [13], y se ha observado que
los mutantes que expresan sélo uno de los dos genes
no mostraron ningun fenotipo evidente. Sin embargo,
estos mismos autores reportaron que la interrupcion
de los dos genes produjo una cepa incapaz de crecer
en medio minimo que contiene glucosa como Gnica
fuente de carbono. El crecimiento de esta cepa defi-
ciente en Ja enzima piruvato-carboxilasa, empleando
glucosa como Gnica fuente de carbono, fue posible
solamente cuando se empled aspartato como fuente
de nitrégeno. Un fenotipo similar se ha reportado en
un doble mutante Afpyci, pye2) obtenido en la cepa
auxotrofica DBY 746 [27]. Estos autores observaron
un requerimiento parcial de aspartato en la cepa que
tiene interrumpido solamente el gen PYC/, lo que su-
giere que la contribucidn relativa de las isoenzimas a la
actividad total es dependiente de la cepa.

En el caso de P, pastoris, sc pudo observar que la
interrupcion del tnico gen de la piruvato-carboxilasa
prescnte en csta levadura, produjo un fenotipo similar
al encontrado en S. cerevisiae cuando se interrumpen
los dos genes PYC [15]. En este caso, la adicion de
aspartato o glutamato permitié ¢l crecimiento de lacepa
que tiene el gen interrumpido, a diferencia de lo que
ocurre en S. cerevisiae, donde el glutamato no permite

Tabla 2. Homologias entre las regiones URS presentes en diferentes genes, con respecto a la

region URS1 del gen CART.

Genes URS Homologia Referencias

CAR1 AGCCGCCGA 9/9 32
- 158 - 146

PYC1 ARCCGCCTG 6/9 13
- 456 - 448

PYCT AGCCGCCCA 8/9 13
- 432 - 424

PYCI GCCCGCCCT 5/9 13
- 390 - 398

HOP] AGCCGCCCA 8/9 34
- 165 - 173

CHAT AGCCGCCCA 8/9 33
- 210 - 218

DMmCH AGCCGCCCA 8/9 41
- 137 - 129

SPOI3 AGCCGCCGA 9/9 42
- 96 - 88

MER1 AGCCGCCGA 9/9 43
= 111 - 103

el crecimiento cuando esté presente la doble interrup-
cion [13]. No esta claro si esto es una particularidad de
la cepa usada, o si esta relacionado con alguna peculia-
ridad del transporte de aminodcidos en esa cspecie.

Aislamiento de mutaciones que suprimen
el fenotipo en levaduras

La incapacidad que muestran las cepas de 5. cerevi-
siae y P. pastoris deficientes en la actividad piruvato-
carboxilasa, de crecer en medio minimo con glucosa
como Unica fuente de carbono, se debe a que ¢l ciclo
del glioxilato no puede suplir el papel que realiza la
piruvato-carboxilasa en esas condiciones. No obstan-
te. se han aislado mutaciones supresoras, tanto en
S. cerevisiae |31, 38], como en P, pastoris [15]. que per-
miten el crecimiento en medio minimo con glucosa
como tnica [uente de carbono. Las mutaciones identi-
ficadas en S. cerevisiae, BPC1-1 |31y DGTI-1[38]
son dominantes y alélicas entre si.

En el caso especifico de la mutacion DGT/-1, se
produce una disminucion de la entrada de glucosaala
célula. Tal disminucidn del transporte de glucosa hacia
el interior de la célula, al parecer disminuye la repre-
sion catabdlica que ésta ejerce sobre una gran variedad
de genes. Teniendo en cuenta que en levadura la Unica
via conocida que puede rellenar ¢l ciclo de los 4dcidos
tricarboxilicos en ausencia de la cnzima piruvato-car-
boxilasa es el ciclo del glioxilato [28]. las bases
moleculares de esta supresion parecen estar relaciona-
das con una afectacion de la represion catabolica que
se ejerce sobre el gen que codifica la enzima isocitrato
liasa. Esta afcctacion en la represion permite la expre-
sidn del gen codificante de la isocitrato-liasa, en condi-
ciones en las que normalmente esta reprimido.

Estos autores determinaron la actividad iso-
citrato-liasa en las cepas portadoras de la mutacion
supresora, y tanto en S. cerevisiae [31, 38], como cn
P. pastoris |15], observaron que la enzima estaba
desreprimida durante el crecimicnto en presencia de
glucosa. En todos los casos, estas mutaciones
supresoras no fueron especilicas sélo del ciclo del
glioxilato, ya que ambas mutaciones producen la
desrepresion de varios gencs normalmente reprimidos
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