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ABSTRACT. In the following paper the isolation and
characterization of 1,2,4 triazole resistant mutants from
Candida utilis is described. These mutants showed a 2 to
2,5-fold increase in intracellular thiolic aminoacid
content. The methionine content of these mutants did
not differ from the wild type level . Such a behaviour
clearly suggest that these mutants and the ethionine
resistant mutants previously isolated in this laboratory
are of different origin .

INTRODUCCION

El valor nutricional de la levadura forrajera se
encuentra limitado por su bajo contenido de aminoáci-
dos azufrados ' É Estudios geníticos y bioquÁmicos han
demostrado que la L-metionina y otros aminoácidos
azufrados son interconvertibles'.La mayor parte de los
estudios relacionados con la biosÁntesis de la metionina
han sido realizados en bacterias' y en menor medida en
Saccharomyces cerevisiae'. Salvo algunos estudios rea-
lizados en Saccharomycopsis lipolytica • poco se conoce
acerca del metabolismo de aminoácidos azufrados en
levaduras forrajeras .

La vÁa de asimilaciñn de sulfato juega un papel
importante en la biosintesis de compuestos azufrados .
En el presente trabajo se aplican criterios de selecciñn
para aislar cepas hiperproductoras de aminoácidos azu-
frados tales como cisteina y homocistelna en la levadura
Candida utilis. Se logra el aislamiento de mutantes resis-
tentes al análogo del sulfuro 1,2,4 triazole• que mostra-
ron un contenido mayor de aminoácidos tiñlicos .

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos empleados. Se utilizñ la cepa
parental Candida utilis Y-900 . Las cepas XA-97, XA-
432 e YE-1110 son mutantes resistentes a etionina,
hiperproductores de metionina aislados previamente en
laboratorio' .

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento . Como
medio rico se empleñ el medio YPG co ipuesto por
extracto de levadura (10 g/L), peptona (10 g/L) y glu-
cosa (20 g/L). Como medio mÁnimo se empleo el medio
GO descrito por Galzy y Slonimski' . Para los medios sñli-
dos se aóadiñ agar (Oxoid) (20 g/L) . La levadura fue cre-
cida aerñbicamente a 30 •C.
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RESUMEN. En el presente trabajo se describe el ailsa-
miento y estudio de un grupo de mutantes aislados en
levaduras por primera vez, resistentes al 1,2,4 triazole .
Estos mutantes mostraron un contenido intracelular de
aminoácidos tiñlicos entre 2 y 2,5 veces mayor que la
cepa parental Candida uri/is Y-900. Estos mutantes
mostraron niveles normales de L-metionina, lo cual
sugiere que los mismos son cualitativamente diferentes
de los mutantes resistentes a etionina previamente ais-
lados en este laboratorio .

Aislamiento de mutantes resistentes al 1, 2, 4, triazole .
La sensibilidad de la cepa Y-900 al 1 ;2,4, triazole fue
determinada en el rango de concentraciñn comprendido
entre 10 -• y 1 mol/L en medio GO . La cepa Y-900 fue
crecida durante 24 h en medio YPG y diluciones apro-
piadas de este cultivo fueron inoculadas a placas de
medio GO suplementadas con diferentes concentracio-
nes de 1,2,4 triazole . Las placas fueron incubadas 7 d a
30'C . Las colonias resistentes fueron aisladas, purifica-
das y verificadas para su resistencia a 1,2,4 triazole .

Determinacidn de metabolitos. El contenido de metio-
nina intracelular fue determinado por el mítodo micro-
biolñgico • .La metionina fue determinada en extractos
obtenidos por ebulliciñn preparados segén Cherest y
Robichon-Szulmajster'.El contenido de aminoácidos
tiñlicos se determinñ por el mítodo colorimítrico de
Kredich Y Tomkins 1C .

Análisis estadÁsticos . Se empleñ un análisis de
varianza modelo factorial con los datos obtenidos para
las diferentes cepas . El cálculo de F se realizñ segén la
expresiñn siguiente :

CM cepa
CMerror

donde: CM cuadrado medio

Con el objetivo de comparar las medias obtenidas c .
aplicñ el test de rangos méltiples de Duncan ' .

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra la curva de inhibicion de lo
cepa Y-900 por 1,2,4 triazole . Una fuerte inhibiciñn (J,, „
crecimiento es observada a concentraciones del ana-
logo superiores a 10 -' mol/L. La concentraciñn selec-
cionada para el aislamiento de mutantes oscilñ entre



10- ' y 10` mol/L . Se purificaron 80 colonias resisten-
tes al 1 ,2,4 triazole . De estas 80 colonias se eligieron 23
en base a su mayor contenido de aminoácidos tiñlicos .
En la Tabla I se muestra el contenido de metionina y ami-
noácidos tiñlicos (cisteina + homocisteina) de un grupo
de estos mutantesCon fines comparativos se muestran
los datos correspondientes para las cepas Y-900,
XA-97, XA-43'2 e YE-1110 . Para discriminar los mejo-
res mutantes se aplicñ un análisis de varianza modele
factorial en el cual se obtuvieron diferencias altamente
significativas (Tabla II) . Finalmente, se aplicñ el test de
rangos méltiplas de Duncan" con el objetivo de compa-
rar las medias. Las cepas comparadas se colocaron en
orden decreciente de contenido de aminoácidos tiñlicos .

En cuanto al contenido de metionina los mutantes no
diterian significativamente de la cepa parental .
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Fig . 1 . Curva de inhibiciñn de Candida utilis Y-900 por
1,2,4 triazole

TABLA I
Contenido de aminoácidos tiñlicos (cisteÁna + homocisteÁna)

y L-metionina en mutantes resistentes a 1,2,4 tria tole
y resistentes a dL-etionina

'Los incrementos estan referidos a la cepa Y-900
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TABLA II
Resultados del Análisis de Varianza Modelo

Factorial

F (22,31) = 1,93
0,05

F (22,31) = 1,98
0,01

DISCUS/ON Y CONCLUSIONES
En Salmonella typhimurium le enzima o-acetil-L-

serina sulfidrilasa cataliza la reacciñn entre el 1,2,4 tria-
zole y la o-acetil-L-serina formando 1,2,4 triazole-1-
L-alanina . Esto ocasiona un agotamiento de o-acetil-
L-serina y la inhibiciñn del crecimiento que ?uede ser
revertida por suministro de cisteina exñgena El díficit
de o-acetil-L-serina además de privar a la cílula del
esqueleto carbonado de la cisteÁna, impide la inducciñn
de las enzimas de la vÁa de asimilaciñn de sulfato " .

El posible mecanismo de acciñn de este análogo en
levaduras es desconocido . Los resultados indican que el
1,2,4 triazole es incorporado y resulta tñxico para la
levadura Candida utilis. La resistencia a este análogo
podrÁa explicarse por su no incorporaciñn a la cílula,
por mutaciones en el gen estructural de la o-acetil-L-
serina sulfidrilasa, o por mutaciones en otros genes que
ocasionen un incremento en la biosÁntesis de sulfuro
endñgeno . La existencia de un contenido mayor de ami-
noácidos tiñlicos en los mutantes aislados favorece la
éltima de estas hipñtesis . El hecho de que estos mutan-
tes poseen niveles normales de L-metionina sugiere
que los mismos poseen un origen diferente de los
mutantes resistentes a etionina previamente aislados en
el laboratorio los cuales Astñn de-reprimidos para las
enzimas de la vio de asimilaciñn de sulfato' .

Desde el punto de vista práctico, como el contenido
de aminoácidos tiñlicos es 36 veces superior al de la L-
metionina, un incremento de 2,5 veces en el contenido
de aminoácidos tiñlicos serÁa equivalente a incrementar
entre otros el contenido de L-metionina intracelular de
la levadura. Por otra parte, serÁa de gran interís la cons-
trucciñn de hÁbridos entre mutantes resistentes a etio-
nina y mutantes resistentes a 1,2,4 triazole .
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Lo ultimo
en Electroforesis

SCAREL'
DIVA
El sistema de campo alternante -

-,.para resoluciñn electroforítica .-
'del DNA, permite separar
cromosomas de eucariotes
inferiores y grandes fragmentos
de DNA de cílulas de .
.mamÁferos .

Cuanta con una fuente :'
de poder regulable y corriente <'
directa (0-300 V, 0-400 mA)

- Dimensiones de la cubeta :-'.
300 x 240 x 90 mm
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Posee electrodos de platino
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