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ABREVIATURAS

Enzimas:

GDH.- Glutamato deshidrogenasa.

GPD .- Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa.

DHA cinasa.- Dihidroxiacetona cinasa

Cofactores;

NADPH.- Nicotinamin adenin dinucledtido fosfato, forma reducido.

NADH.- Nicotinamin adenin dinucledtido, forma reducida.

Medios de cuitivo:

YPD.- Medio de cullivo rico o completo elaborado con extracto de
levadura. peptona y glucosa.

MM .- Medio minimo de culiivo en base a la férmula de Difco. Yeaost
Base.

MMDh.- Medio minimo de cultivo suplementado con sales de potasio.

SNAsn .- Medio minimo de cultivo con asparagina como fuente de
nitrégeno.

SNAsnDh.- Medio minimo de cultivo con asparagina como fuenie de
nitrégeno suplementado con sales de potasio.

$/C NGlicAsnDh.- Medio minimo de cullivo can glicerol como fuenie de
carbono y asparagina como fuente de nitrégeno suplemeniado con
sales de potasio.

S/C.NSorbAsnDh.- Medio minimo de cultivo con sorbitol como fuente de
carbono ¥ asparagina como fuente de nitrdgeno suplementado con
sales de polasio.



Reactivos

DHAP - Dihidroxiacetona fostato.

ASB.- Albdmina de suero bovina.

DTT.- Ditiotreiiol.

EDTA - Eflendiamina acido letra-acético,

PMSF - Fenil-Metil-Sulfonil Fluoruro.



RESUMEN

La tlevadura marina Debaryomyces hansenii  ha sido aislada de
diversos ambientes salinos tales como agua maring, fabricas de sal, quesos
y carnes frios. Es uno de los pocos microorganismos eucarioticos que
puede crecer fanto en ausencia de sal como en amplios rangos de
concentfracion de sales, lo que la hace una levadura osmoltclerante vy
crece en medios de cullivo a concentraciones desde 0 hasta 4M de
NaCl.

D. hansenii puede contender con el bgjo pofencial hidrico
provocado por la alta concentracién de NaCl mediante dos mecanismos
principales: 1) por el incremento en el fransporte de K+ que es favorecido
por la presencia de Na*; y 2} por la produccion y acumulacion de glicerol

como principal soluto compatible.

En este trabajo se realizd un estudio sistemdtico para encontrar un
medio de cultivo adecuado para el crecimiento dptimo de la levadura D.
hansenii. Desarrolilamos un medio de cultivo que fiene como caracteristicas
principales el contener al aminodcido asparagina como Unica fuente de
nitrogene vy la presencia de sales que conlienen potasio Ambas
condiciones, segun nuesira experiencia, necesarias para el crecimiento
éptimo de esta levadura. También se observd que D. hansenii posee una
versatilidad melabdlica amplia ya que presentd un crecimiento favorable

en los distintas condiciones a las que fue sometida.

Una vez establecido el medic de cultive, se determiné la actividad
especifica de las enzimas gluiamato deshidrogenasa (GDH-NADPH
dependiente}, implicada en la sintesis de acido glutdmico v en Ila

asimilacién de amonio, ¥ de glicerol-3-fosfate deshidrogenasa (GPD-NADH



dependiente}, enzima iimitante en la sintesis de glicerot y mostrar su posible
relacion con la respuesta a un cambio en la osmolaridad del medio de

cultivo en la levadura D. hansenii.

Encontramos un aumento de 4.7 veces en la actividad especifica de
la enzima GDH-NADPH cuando se culliva a D. hansenii en presencia de
NaCl 1M un resultado que sugiere una posible participacion del glutfamato
como osmolifo protector, sin embargo, hacen faita estudios para
comprobar esta supuesta participaciéon. Por ofro lado encontramos un
aumento de 1.7 veces en la actividad especifica de la enzima GPD-NADH
cuando se cultiva en presencia de Nall 1M, confirmando los estudios
existentes gue indican la pariicipacidn de la enzima GPD-NADH en el

fenomenc de osmotolerancia.

Este trabgjo pone de manifiesto que este microorganismo es
sumamente adaptable a la presencia de sal y que se vislumbra como un
modelo experimental iddneo para abordar estudios acerca de g

osmotolerancia.



INTRODUCCION

Las células, en toda su abundancia de formas, se& encueniran
encapsuladas por una membrana la cual liene propiedades de
semipermeabilidad, o que le confiere a las células preseniar el fenomenc
de Osmosis. La ¢smaosis es el movimiento de agua de un compartimento
con una solucidon menos concentrada a otro con una solucidn mas
concenftrada, cuando una membrana semipermeable separa  las
soluciones y cuando la membrana es impermeable al soluto. La fuerza que
mueve el agua en un sistema osmdético es la presion osmoética, n. definida
por fa expresion de van’t Hoff

n=RI{Ce—Ci
donde R es la constante universal de los gases, T es la temperatura
absoluta, ce y ¢ son las concentraciones externa e inferna del scluto. La
ecuacion de van’t Hoff muestra que ta presion osmética depende de la
diferencia de conceniracion de las dos soluciones. Cuando una de las
concentraciones es cero, la presidon osmotfica es definida por RTc. La
presion osmobtica es un pardmetro usual para caracterizar las solucienes

{Wilson, 1979).

La ésmosis del agua es un mecanismo para igualar el potencial
guimico del solvente y el soluto en cada compartimento. &l potencial
quimico del agua, o potencial hidrico, estd dado en funcidén de la
concentracién de las particulas disueltas en una solucicn, asi, el potencial
hidrico es de 0 en el agua pura y se asignan valores negativos conforme
aumenta la concentracion de las particulas en solucién. Por efemplo, el
agua de mar posee una concentracion molar aproximada de 0.5 vy su
potencial hidrico es aproximadamente de -2.5 mpa. El potencial hidrico es

una de los propiedades coligativas de las soluciones, junio con el



descenso del punto de congelamiento, el descenso de la presién de vapor

v ia elevacion del punto de ebullicion.

La molécula de agua permea la membrana celular mucho mas
libremente que ofros constituyentes celulares, manteniendo, en la mayoria
de los casos, el equilibrio hidrico de la célula con su ambiente. En solucion
la molécula de agua esld asociada con el solutc (solvatacion) esto
provoca cambios en el estado del agua. lo cual lleva a un decremento
dramatico en la caniidad de agua disponible para los organismos vivos.
Como los procesos celulares activos estdn en soluciones acuosas, la
fisiologia de la célula inevitablemente tiene que hacer frente a los
fendmencs osméticos y gjustarse adecuadamente para sobrevivir y crecer
(Blomberg & Adler 1992).

OSMOTOLERANCIA
Se define como la capacidad de los organismos para desarrollarse
en condiciones de alta o bgja disponibilidad de agua. Otros términos
describen el mismo fenomeno, como  xerotfolerancia, halofilismo,
osmofilismo y tolerancia a la desecacidn (Onishi, 1963; Pitt,1975; Brown 1976;
Tilbury, 1980; Hockstra & Van Roeckel, 1988).

Los organismos osmotolerantes poseen fluidos con la misma presion
osmotica que el medio en el que viven. Cuando se presenta un cambio en
la conceniracion del medio, los organismos pueden responder de dos
maneras distintas. En la primera manlienen o regulan la concentracién de
los fluidos internos a pesar de que se presentien cambios en la
concentracidon  del medio, dichos organismos se  denominan
osmorreguladores. La segunda forma es que modifican la concentracién

de los fluidos internos hasta conformar la del medio, permaneciendo, de



esta manera, isosmadtica con la concentracidn del medio, los organismos
que responden de esta forma se denominan osmoconformadores y no son
capaces de osmorregular. {ver Figura 1} [Wilson, 1979: Schmidi-Nielsen,
1979).
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Figura 1.- Comportamiento de orgonismos  osmotolerantes.  A)
Osmoconformador ideal. 8) Osmorreguiador ideal.

OSMORREGULACION

La osmorregulacion se entiende como la capacidad de las céluias

para ojustar el contenido fotal de sus solutos intracelulares con respecto al
medio (Blomberg & Adler, 1992).

La osmorregulacion es el mecanismo general por el cual los
microorganismos  confrarrestan  los  efectos de 1o deshidratacion,
provocada par la composicion de  |os diversos solutfos externos. Se leva a
cabo mediante la exclusidbn de los solutos estresantes v/o por la
compensacion del potencial hidrico a través de la acumulacion de una o
mas especies de soluios denominados solutos compatibles {Brown &
Simpson, 1972} u osmolitos {Yancey, et al. 1982). Estos compuestos pueden
ser acumulados mediante produccidn endégena o por la toma de estos
desde el medio extracelular, y ademds no provocan una inhibicidn ©
inactivacion enzimatica (Brown, 1974, 1978). Lo anterior da lugar a procesos

celulares que operan a bajos potenciales hidricos sin el requerimiento de



modificaciones estructurales de enzimas celulares o estructuras

particulares.

Algunos solutos compatibles, también llamados osmoprotectores. no
solo son altamente inocuos a la estruciura v funcidn de las proteinas, sino
que ademas disminuyen muchos de los efectos inhibilorios de una fuerza
idnica alta {Yancey et al. 1982). Sclo un limitado ndmero de compuestos
son usados como solulos compatibles. Estos compuestos pueden dividirse
en 4 grupos principales: a} polihidroxialcoholes, b} aminodcidos vy
derivados de estos, ¢} urea y metitaminas y d) iones inorganicos {Yancey et
al. 1982}.

Tabla 1.- Distribucion de Osmolitos en distintos organismos [Yancey, et al. 1982).

Organismo Principales osmolitos

A} polioles

Ciancbacterias Glucosil-glicerol

Synechococeus sp,

Hongos
Saccharomyces rouxii Arabinitol
Asteromyces cruciatus Arabinitol, glicerel, manitol
Debaryomyces hansenii Arabinitol, Glicerol
Liquenes
Lichina pigmeae Manaosido-manitol

Algas unicelulares
Dunaliella spp. Glicerol

Chlorella pyrenoidosa Sacarosa

Algas multicelulares

Fucus spp. Manitol

Plantas vasculares

Gossypium hirsutum Glucosa, fructosa, sacarosa

Insectos (tolerantes o resistentes a congelamiento)
Eurosia solidaginis (Diptera) Glicerol, sorbitol

Bracon cephi (Hymenoptera) Glicerol




Crusticeos

Areemia salina

Glicerot, trealosa

B) aminoacidos y derivados

de aminoicidos

Eubacieria
Escherichia coli
Salmonelia typhimurium

Streprococcus faecalis

Acido glutamico
Acido glutimico

Acido y-amincbutirice

Protozoa

Miemiensis avidus

Glicina, alanina, prolina

Planas vasculares
Spartina townsendii
Atriplex spongiosa

Aster iripolinm

Betaina
Betaina

Prolina

Ciclostomos

Mywine glutinasa

Acido glutamico y otros aminodcidos

Anfibios

Bufo marinus

Acido glutamice y otros aminodcidos

C} Urea y metilaminas

Celacantos

Latimeria chalumnae

Urea y metilaminas

Moluscos

Bulimulus dealbatus

Urea y metilaminas

Anlibios

Scaphiopus couchi

Urea y metilaminas

D) iones inorganicos

Arqueobacterias

Halobacterium spp

K*

Como se muestra en la Tabla 1

dentro de los aminodcidos el dcido

glutdmico ha sido identificado como un metabolito osmoprotector en

varios organismaos.




En bacterias que crecen @ un bdjo potencial hidrico la
caoncentracidn cilopldsmica de acido glutdmico se eleva. Se propone que
este metabolito estaria actuando como un iGn compatible con el K+, el
cual también se acumula bajo estas condiciones [Measures, 1975; Csonka,
198%). La biosintesis de L-glutomalo se debe a la presencia de dos vias
metabdlicas demostradas en bacterias, levaduras, hongos y algunas
plantas superiores. La biosinfesis de L-glutamato estd intimamente asociada
con la asimilacion de nitrdgeno en Escherichia coli y Salmonella
typhimurium  (Measures, 1975; Csonka, 1989). Las reacciones estan
catalizadas por las enzimas GDH-NADPH dependiente (EC. 1.4.1.4) vy
GOGAT (EC. 1.4.1.14), denominadas glutamato deshidrogenasa vy

glutamato sintasa, respectivamente (ver Figura 2).

4 A

NADPH NADP+

“NH; + 2-oxoglutarato M L-Glutamato + "NH;+ ATP ——4p L-Glutamina

GS

GDH-NADPH

GOGAT
2-oxoglutarato + L-Glutamina 2 L-Glutamato

NADH NAD+

N _/

Figure 2.- Metabolismo del glutamate. La enzima GDH cataliza lo reaccién
reversible de sintesis de glutamato a partir de amonio v 2-oxoglutarato. La enzima
GS lleva o cabo la sintesis de glutomina o partir de glutamato y amonio con el
gasto de una molécula de ATP. Por Ultimo |la enzima GOGAT a partir de una mol
de glutamina y una mol de 2-oxoglutaratao sintetiza dos moles de glutamato




En célvlas que crecen a bajos potenciales hidrices se lleva a cabo
una acumulacion de L-glutomato mediante el incremenio de su sintesis.
Csonka (1989), ha demosirado que en mutantes de S. typhimurium
deficientes en GOGAT que crecen bajo condiciones limitantes de amonio,
existe una relacién inversa entre la tasa de crecimiento y la csmolaridad
del medio de culliva. Esie resultado es una evidencia indirecta de que el
incremento en la sintesis de Lglutamato es necesaria para el crecimiento
optimo en condiciones de estrés osmdtico {Csonka & Hansen, 1991). La
actividad de GDH in vifre es estimulada por K* {Measures, 1975} lo cual ha
sido interpretado como una de las posibles causas del incremento de los
niveles de gluiamato en cultivos creciendo en condiciones de alta

osmolaridad.



Debaryomyces hansenii

D.  hansenii pertenece al  Phylum  Ascomycota, QOrden
Saccharomycetales, Familic Saccharomycetaceae, Los
Saccharomycetales se caracterizan por la cusencia de una hifa ascédgena
y de ascocarpo. Las ascas de estos hongos son de pared delgada vy
liberan sus ascosporas mediante una ruptura eventual de la pared. muy
pOoCas especies poseen und region especializada para la liberacion de las
ascosporas. La plasmogamia ccurre mediante [a fusion de las células, no
hay una fase dicaridlica, ya que la cariogamia ocurre inmediatamente
después de la plasmogomia. Sin embargo un estado diploide puede
persistir en algunas especies con células que se mulliplican por gemacidn,
£l cigoto, derivado de la unibn de dos células o por partenogénesis, puede

transformarse directamente en una asca (Figura 3.

La Familia Saccharomycetaceae inciluye levaduras que 1)
predominantemente son Qnicelulores y pueden producir un pseudomicelio,
2] su reproduccion es principalmente asexual mediante gemacion, vy 3)
producen ascosporas en ascas libres que se pueden originar por un cigoto

o mediante partenogénesis por una céiula somdatica unica (Figura 3}.

Lo tamilia incluye varios generos, algunos de imporfancia econémica
como Saccharomyces, ulilizada en la fermentacidn de azicares parg
produccién de vinocs y cervezas, enire otras aplicaciones; algunas cepas
del género Kluyveromyces producen enzimas que son ulilizadas para
remover lactosa de productos lacteos, varias especies del género Pichia
son ulilizadas en lg industria alimenticia para la produccién de proteina
unicelular como alimento para ganado, especies del género Dekkera son

utilizadas para la fermentacion de azOcares para produccion de vinos y



cervezas, ofros géneros de esta familic tal como Candida pueden

provocar enfermedades en el hombre [Alexopoulos et al. 1996).
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Figura 3.- Ciclo de vida fipico de los miembros de la familio
Saccharomycetaceae { Alexopoulos et al, 19946).

D. hansenii es una levadura que ha sido aislada de diversos
ambientes salinos tales como agua marina, fabricas de sal, quesos y carnes
frios. Es uno de los pocos microorganismos eucaridticos que toleran
amplios rangos de concentracion de sales {Norkrans, & Kylin 1969). Es una
levadurgd osmotolerante que crece en medios de cultivo a
concentraciones de 0 hasta 4M de NaCl {Onishi, 19463; Norkrans, 1969).



Cuando D. harnsenii es sometida a estrés salino por el aumento en la
concentracion de NaCl en el medio, se presenta un decremento en la
concentracion intracelular de K+ y un incremento de Na* (Norkrans & Kylin
1969). Prista, et al. {1997) proponen que D. hansenii es poco sensible al
incremento de las cencentraciones intracelutares de Nag*, es decir que el
Na* no es toxico para D. hansenii. Proponen también que el Na* sustituye
parciaimente al kK* cuando éste es escaso, dentro de un intervalo de
concentraciones de NaCl en el medio, restaurando de esta manera la fasa
de crecimiento; y que el transporte de K* es favorecido por la presencia
de Nat [Prista et al. 1997); sin embargo los niveles infracelulares de sales son
insuficientes para balancear el potencial hidrico del medio [(Norkrans &
Kylin, 1949), ademds se sabe que D. hansenii produce y acumula, como
principales solutos compatibles, gliceret durante la fase de crecimiento
exponencial y arabinitol  durante la fase de crecimiento estacionaria

[Adler & Gustafsson 1980).

En Soccharomyces cerevisiae, la evidencia bioquimica indica que el
glicerol es formado a pariir de dhidroxiocetona fosfato, la cual, como
primer paso, es reducida por la glicerol-3-fosfalo  deshidrogenasa
dependienie de NAD* (GPD, EC 1.1.1.8) (Gancedo, et al. 1968). Esta
reaccion produce glicerol-3-fosfato, el cual es subsecuentemente
defosforilado por una fosiatasa especifica para formar glicero! {Tsuboi &
Hudson, 1956). La misma via es responsable de la formacion de glicerol en
Zygosaccharomyces rouxii y Debaryomyces hansenii como lo indican los
estudios enzimdticos llevados a cabo en estas levaduras (Edgley & brown,

1983; Adler, et ¢l.1985; Nilsson & Adler, 19%90).

El glicerol es el producto final obligatorio cuando las levaduras

fermentan glucosa a etanol. La produccion de etancl a partir de glucosa



es senaladamente un proceso redox, donde la biosintesis del material
celular es consecuencia de un proceso oxidativo, Para mantener el
baiance redox la dihidroxiacetona fosfato es reducida a glicerol {Lagunas
& Gancedo, 1973). EI crecimiento en glicerol como Onica fuente de
carbono fue demostrado en el 89% de ias 469 cepas de levaduras descritas
por Barnett, et al. (1983).
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FIGURA 4.- Esquema del metabolismo de glhicerol en Debaryomyces hansenii. (1)
proteina {s] de fransporte de glicerol (2) glicerol cinasa: (3} glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa mitocondrial; (4} glicerol deshidrogenasa: [5) DHA cinasa: (6)
glicerol 3 fosfato deshidrogenasa dependienie de NADH; Y (7) tosfatasa. DHAP,
dihidroxiacetona fosfato; GAP, gliceraldehido 3 fosfato [Adler, et ai. 1985).

Mediante el aislamienioc de mutantes defectivas en la ulilizacion del
glicerol, Adler. et al. (1985} mostraron evidencia bioquimica acerca de lo

utilizacion de glicerol por D. hansenii, esta involucra la fosforilacion por una
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glicerolcinasa (EC2.7.1.30) seguida por una oxidacidn por a GPD
mitocondrial {EC1.1.99.5) o dihidroxiacetona fosfato, Una segunda via
involucra  la oxidacion del glicerol a dihidroxiacetona por la glicerol
deshidrogenasa, seguida de una fosforilacion por lo dihidroxiacetona

cinasa a dihidroxiacetona fosfato (Figura 4).



OBJETIVOS
Determinar el medio minimo {MM) para el crecimiento 6plimo de la
tevadura marina osmotolerante D. hansenii, fanto en ausencia como en

presencia de NaCl M y determinar su tiempo de duplicacion.

Determinar la  actividad especifica de las enzmas Glutamaoto
deshidrogenasa y Gliceroi-3-fosfato deshidrogenasa y mostrar su posible
relacion con la respuesta a un cambio en la osmolaridad del medio de

cultivo en la levadura D. hansenii.



MATERIALES Y METODOS

Cepas

Se utilizd la cepa silvestre de Saccharomyces cerevisiae $288C como
referencia para el estudio sistemdtico, v la cepa sivestre Y7426 (US.
Department of Agrculiure, Peoria, ll.} de Debaryormyces hansenii donada
por la Dra. Alicia Gonzdlez y el Dr. Antonio Pefia del Instituto de Fisiologia
Celuiar de la UNAM,

Medios de cullivo

En la Tabla 2 se muestran los medios de cultivo ulilizados en el estudio

sistematico v en las determinaciones de aclividad especifica.

Condiciones de crecimiento

Se siembran en cajas Petri con YPD y YPD + NaCl 1 M a las cepas de
S. cerevisice S288C y D. hansenii respectivamente. Se cultivan en
incubadoera durante 2 ¢ 3 dias a 30 °C y se loman colonias aisladas para
inocularlas en el precultivo consistente en YPD NaCl 0 vy T M liquido para §.
cerevisiae y D. hansenii respectivamente. Una vez crecidas se centrifugan
a 3,000 rpm durante 10 minutos; se lavan las células 2 veces con agua
desionizada y se inoculan los medios de cultivo experimentales a una
densidad éplica D.O. conm de 0.05. Las células se crecen a 30 °C a 250 rpm
de agitacion. El crecimiento se monitorea midiendo la densidad dptica a
400 nm en un espectrofotometro Zeiss PM Qll cada tres horas hasta las

primeras horas de la fase estacionaria.

Los tfiempos de duplicacién se ablienen durante la fase de
crecimiento exponencial tomando el fiempo medio que farda la tevadura

en pasar de una D.O. sorm determinada af doble de su valor; de esta
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manera si la D.O. gomm €5 de 0.5 alas 9 hrs. de crecimiento y de 1.0 alas 12

hrs el tiempo de duplicacién es de 3 hrs. aproximadamente.

Tabla 2.- Medios de Cultivo

Medio **Fuente ***Fyente de **reSales T
de Carbono nifrbgeno adicionales

“Medio nco
{YPD) Glucosa Peptona Ausentes
Medic  Minimo
(MM} Glucosa Sulfato de Amonio Ausentes
Medio  Minimo
Dh (MMDh)]) Glucosa Sulfato de Amonio Presentes
Medio SNAsn Glucosa Asparaging Ausentes
Medio SNAsnDh

Glucosa Asparagina Presentes
Medio
$/C.NGlicAsnDh Glicerol Asparaging Presentes
Medic
5/C.NsorbAsnDh Sorbitol Asparaging Presentes

Para todos los medios de cultivo las concentraciones de vilaminas, elementos traza y
sales segln la formula de Difco Yeost Base.
*El medio rico (YPD) se prepard con extracto de Levadura 1%, pepicna de caseina 2% y

dexitrosa 2%, este medio se utilizo para el crecimiento de precultivos.

**La concerdracion de glucosa es 55.5mM, la de glicerol v sorbitol es 11 1mM, esto para
igualar el nimero de moléculas de carbono en el medio.
***La concentrocién de asparagina es 7.5mM, lo de sulfato de amonio 40 mM.

****+Las sales adicionales y sus concentraciones son las reportadas por Norkrans  { F969)

para el crecimiento de D. hansenii [KHaPO4, KHPO4 K28 Cu y Naz25C4)

Obtencién de exiractos crudos de proteina total:

Los precultivos se obtienen de la misma manerg que se desciibbe en

condiciones de crecimiento.



Se inocula la fevadura D. hansenii en 500 mi de medio de cultivo a
una D.O. wonm de 0.05. Las células se cosechan en fase de crecimiento
exponencial entre 0.8 y 1.0 de D.O. sonm y¥ se cenirfugon a 3,000 rpm
durante 10 min. Se lavan con H2O desionizada y la pasiilla celular se
recupera y se resuspende en el amertiguador de extraccién adecuado
para cada ensayo enzimatico. Bl extracto celular se obtiene con seis pulsos
de agitaciéon de un minuto cada uno en un vartex utilizando perlas de
vidrio Sigma para lisis de levaduras de 0.7-1.18 mm de diametro. La
suspensién se transfiere a un tubo Eppendorf y se centrifuga a 15,000 rpm
durante 10 min y se recupera el sobrenadante. Los extractos se mantienen

a 40 C todo el tiempo.

Cuantificacién de proteina:

Se realiza con una variacidon del métode descrito por Lowry (1951),

Las soluciones utilizadas son:

A.- Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 N
B.- Tartrato de Sodio y Potasio al 2% en HxO
C.- Sulfato cuprico al 1% en H.C

D.- Reactivo de Folin 1 N ‘
E.- Albuming de suero bovine 1 ug/ul (ASB)

Se prepara una solucidon ABC a las siguientes concentraciones: A=%8%,
B=1%, C=1%

Los extractos crudos de proteina se diluyen entre 125 y 1:100 con
agua desionizada a un volumen final de 1 ml. posteriormente se fratan con
la solucidn ABC por 10 min y al terminar, se adicicnan 0.5 ml del reactivo
de Folin para colorear la reqccion. Al mismoe fiempo se realiza una curva

patron ulilizando albumina de suero bovino con concentraciones de

proteina de 50, 100 y 200 ug/pl.

22



Las muestras experimentales vy de la curva paton se leen en un
especirofotometro Zeiss PM QI o 625 nm. En la figura 5 se muestra la

grafico de la curva pafrén obtenida.

0.5
0.4-
0.3}
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pg/mi de proteina

Fig. 5- Curva patron de concentracion de proteina determinada con
concentraciones crecientes de AlbUmina de suero bovino. Esta curva es una
referencia para la cuanfificacion de la proteing total en los extractos
expeiimentales.

Determinacion de la actividad especifica de la enzima Glutamato
Deshidrogenasa biosintétice dependiente de NADPH (GDH-NADPH)
{Doherty, 1970).

Se preparan exiractos crudos de proteina total cuyo amortiguador
contiene:

Amoartiguador de fosfatos de potasio 0.TM pH 7.4
EDTA 1.0mm

CIT 1.0mMm

PMSF 1.0mM

El coctel para ensayo de actividad conliene:
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Amortiguador de fosfato de potasio tM pH 7.4
2-oxoglutarate 0.1M

NHLCI M

NADPH 0.15mM

De cada una de estas soluciones se toma el volimen sefalado para

elaborar 3 diferentes cocteles: completo, sin 2-oxoglutaraio y sin *NH4CI.

Cocteles Completo - 2-oxoglutarato - *NH4Cl
Amortiguador de 3ml 3mi 3 mi
Fosfatos

2-oxoglutarato 200 pl - 200 i
NH4C| 1.5 ml 1.5 ml -
Agua bidestilada 24 ml 249 mi 25.5 ml

Se anaden 3.2 mg de NADPH a cada coctel al momento de iniciar
la reaccién. La actividad de GDH-NADPH dependiente se mide en el
coctel completo y en los dos confroles {- 2 oxoglutarato y - *NH.Cl). Se
colocca 1 ml de coctel en una celda y se inicia la reacciéon afadiendo
diferentes concentraciones del exiracto crudo de proteinas, se mide la
absorbancia a 340 nm en un espectrofotémetro Beckman DU-64 cada 20
segundos durante 3 minutes, los datos se grafican y se calcula la pendiente

y la actividad especifica por minuto con la siguiente formula:

A.E.=m/é.22/alicuota ml del extracto crudo/mg proteina total

donde m es la pendiente, 8.22 es el coeficiente de extincidén molar del
NADPH 1% a 1 cm de paso, la alicuota son los ml de exiracto crudo de
proteina utiizado para cada ensayo y mg de proteina es la concentracion

de proteing total del extracto crudo en cuestion.

ta actlividad especifica se expresa en micromolas de sustrato

utilizado por minuto por miligramo de proteina {pmolas/min/mg proteina)




Determinacién de la Actividad Especifica de la enzima Glicerol-3-
fosfato Deshidrogenasa dependiente de NADH (GPD-NADH) (Adler, et. al.
1985)

Se preparan extracios crudos de proteing total cuyo amortiguador
contiene:

TrissHCI 50mM pH 7.5

El coctel para ensayo de aclividad contiene:
Amortiguador de Imidazol-HC! 20mM pH 7.5
DTT imM
MgClz TmmM
NaCl 200 mm
Dihidroxiacetona fosiato (DHAP} 1TmM
NADH 0.09mM

Para obtener las concentraciones descritas anteriormente se redliza
lo siguiente: a 30 ml del amortiguador imidazol-HC! se le agregan 4.6 mg
de DTI, 6.1 mg de MgClz y 350.6 mg de NaCl. Al coctel completo se le
afaden 5.1 mg de DHAP. Se agregan 2.0 mg de NADH aof momenic de

determinar la reaccion.

Cocteles Completo - DHAP
Amortiguador 30 ml 30 ml
irmidazol-HC|

DHAP 3.1 mg -

DTT 4.6 mg 4.6 mg
MgCla 6.1 mg 6.1 mg

NaCl 350.6 mg 350.6 mg .

Se mide la actividad de GPD-NADH dependiente en el coctel
completo y en el control | - DHAP). Se coloca | mi de coctel en una celdo
y se inicia la reaccion anadiendo diferentes concentraciones del extracto
crugo de proteinas, se mide la absorbancia a 340 nm ern un

espectrofotdbmetro Beckman DU-64 cada 20 segundos durante 3 minutos,
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los datos se grafican y se calcula la pendiente v la actividad especifica por

minute de la misma manera que la A, E, de GDR

La actividad especifica es expresada en micromolas de sustralo
utilizado por minuto por miligramo de proteina (umolas/min/mg proteina).
La adicidon de D11, MgCl2 y NaCl incrementan la actividad enzimdtica y

mejoran la reproducibilidad del ensayo (Adler, et. al. 1985).

Para las curvas de actividad especifica de la enzima GPD-NADH
contra tiempo se parte de 1.2 litros de medio de cultive y se reglizan
extractos de proteing total de 300 ml de medio para cada uno de los
tiempos indicados. la AE. se determina de la misma forma como se

detalld arriba.



RESULTADOS

DETERMINACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO OPTIMO DE

Debaryomyces hansenii.

Con el fin de establecer un medio minimo de culliva para el
crecimiento 6ptimo de nuestra levadura en ausencia y presencia de Nacl,
se redlizdé un estudio sistematico tomando como referencia a la cepa
$288C de la levadura Saccharomyces cerevisiae. En la Figura 6 se muestra
la comparacion entre el crecimiento de D, hansenii y S. cerevisige en
medio minimo comercial (Difco yeast base, reportado para el crecimiento

de levaduras).

Los tiempos de duplicacién para D. hansenii muestran valores de 8 y
7 hrs con NaCl 0 y 1M respectivamente {ver Figura é y Tabla 3}, lo cual
sugiere que el medio de cultivo probado parece no ser el éptimo para el
crecimiento de D. hansenii ya que los fiempos de duplicacion son muy
largos. Sin embargo vemos que no hay diferencias entre su crecimiento
con o sin NaCl lo cuat sugiere que la sal no es téxica para esta levadura a
la concentracion ensayada, confirmando el reperte de Prista, ef al. {1997).
Para S. cerevisiae los tiempos de duplicacion son de 2y 5.2 hrs con NaCl 0
y 1M  respecfivamente, con lo cual podemos inferir que para esta
levadura, a la concentracidon ensayada, la sal es ibxica ya que en
presencia de NaCl 1M su crecimiento se ve disminuido considerablemente

con respecto ala ausencia de sal {ver Tabla 3).
Revisando la literatura enconiramos que Norkrans {1969) tiene

reportadas  modificaciones en algunos de los componentes vy

concentraciones del medio de cultivo {ver maieriales y métodos, Tabla 2)
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con lo cual nos dimos a la tarea de modificar estos componentes en ef

MM. A esie nuevo medio de cullivo lo denominamaos MMDh,

Debaryomyces Saccharomyces
hansenii cerevisiae
100 -~ 100 -
10 - 10
£
c
; 3
E ;
e 14 g 14
G
(=]
—— M —=—MM
0.1 A —— MMNaCHM 0.1 —*— MMNaCl1M
0.0 T T T ] 0.01 —r ——
0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
Tiempo {hrs) Tiempo (hrs)

Figura é.- Curvas de crecimiento de D. hansenii y §. cerevisiage en medio
minimo para crecimiento de levaduras. D. hansenii crece lentamente (tiempo de
duplicacion de 8y 7 hrs cony sin NaCl 1M respectivamente] y no alcanza valores
altos de crecimiento (comparar escalas de D.O. en ambas gréficas); cabe
mencionar que el crecimiento de D. hansenii es similar en presencia y ausencia
de sal, mientras que §. cerevisioe ve afectado su crecimiento en presencia de 1M
de NaCl.

En la Figura 7 se observa que cuando se crece en MMDh un cultivo
de D. hansenii, su velocidad de crecimiento se incrementa, el tiempo de
duplicacion sin NaCl disminuye a 4.8 hrs y lo mismo ocurre con NaCl 1M
que disminuye a 4 hrs {ver Tabla 3); estos resultados senalan que D, hansenii
necesita de condiciones adicionales para su crecimiento opltimo que no

son las mismas requendas por S. cerevisige.

3. cerevisiade no muestra diferencias significativas en los tiempos de

duplicacién entre el MMDh y ef MM con v sin sal (ver Figura 7 y Tabla 3).




Debaryomyce Saccharomyces
hansenii cerevisiae
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Figura 7.- Curva de crecimiento en medio minimoe modificado [MMDh) para el
crecimiento de D. hansenii. Los tiempos de duplicacidn se redujeron en esta cepa
osmotolerante a 4.8 y 4 hrs con 0y | M de NaCl respectivamente. El crecimiento
avmentd notoriamente con respecto ol MM o cual demuestra que las sales
adicionales que posee este medio [ver Maoteriales v Métodos) contribuyen a un
mejor crecimiento. Para S. cerevisioge no se enconlraron cambios con respecto al
MM.

Se probaron diferentes fuentes de nitrdgeno alternativas al sulfato de
amonio para el crecimiento de esta levadura (datos no mostrados), entre
las cuales lg asparagina y el acido glutdmico mostraron los mejores
resultadas. De estos dos aminodcidos elegimos para posteriores estudios g
lo asparagina debido a que et acido glutdmico, utiizado en altas
concentraciones, se comporta come un inhibidor de [a actividad
especifica de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH-NADPH
dependiente) en una inhibicidn por producto{Fotkes & Sims, 1974). Este

medio de cultivo se denomind SNAsn,
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Debaryomyces Saccharomyces
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Figura 8.- Curva de crecimiento en el medio SNAsn el cual contiene como fuente
de nitrégenc la asparagina. Los tiempos de duplicacién para D. hansenii son de
5y 4.5 bhrs con 0y 1 M de NaCl respectivamente, para §. cerevisioe son de 2.9y
4.3 hrs con 0 y | M de NaCl respectivamente, no se observan diferencias
significativas con respecto alas medios anteriormente probados.

En la Figura 8 se muesira la curva de crecimiento de D. hansenii y 5.
cerevisiae en el medio de cullivo SNAsn, Los fiempos de duplicacion de D.
hansenii son de 5 hrs en ausencia de NaCl y de 4.5 hrs en presencia de
NaCl 1 M. Los tiempos de duplicacidn son menores en comparacién al MM
{ver Figura é vy Tabla 3), sin embargo no hay diferencias significativas con los
liempos de duplicacion obtenidos en el MMDh (ver Figura 7 y Tabla 3).
Ademds se puede observar gue el crecimiento medido como la biomasa
{o conceniracion celutar en el medio de cultivo) es mayor en este medio
de cultivo gue en los anteriores [MM y MMDh] (ver escalas de D.O. en las
figuras 6, 7 y B} lo cual senala que esta levadura puede asimilar bien la
asparaging y ulilizarla como fuente de nitrégeno. Los liempos de
duplicacion de §. cereviside en SNAsn no muestran  variaciones

significativas con respecto al MM vy al MMDh con vy sin sal (ver Tabla 3 y



Figuras 6 v 7) mostrando valores de 2.9 v 4.3 hws con 0 vy 1M de NaCl

respectivamente.

Tabla 3.- Tiempos de duplicacidon y duracion de fase lag de D. hansenii y §.
cerevisiae en los medios indicados.

D. hansenii S. cerevisiae 3288C
Medio de cultive | [NaCl] | Tiempode | Faselag (hr) | Tiempo de | Fase Lag (hr)
duplicacion duplicacién
{frs) [brs)
MM oM 8 12 2 3
1M 7 18 52 6
MMDh oM 48 3 2 3
1M 4 5 4.5 é
SNAsn oM 5 4 29 3
1M 4.5 4.5 43 3
SNAsnDh oM 4 6 28 3
M 4 4.5 3.6 3
S$/C.NGlicAsnDh oM 8.5 12 B 24
iM 6 9 88 27
S/C.NSorbAsnDh oM 5 7.5 6 21
M 5 ? 7 24

Una vez que se establecié que en D. hansenii el aporle de nitrdgeno
puede ser dado por la asparaging, decidimos evaluar si lgs sales de
polasio reportadas por Norkrans (1969) podrian tener una participacion
direcia en el crecimiento de esta levadura por lo cual se adicionaron éstas
en el medio de cultivo, este medio de cultivo se denomind SNAsnDh, Para
D. hansenii no enconframos diferencias en los tiempos de duplicacion
siendo de 4 hrs con 0 y 1M de NaCl {ver Figura ¢ y Tabla 3). ademds se
vuelve a observar un incremenio en la biomasa en este medio de cultivo
comparado con el MM y el MMDh (ver escalas de D.O. en las figuras 6, 7 v

9). En este medio de cultivo encontramos la mayor velocidad de
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crecimiento de las condiciones probadas y por lo tanto es el que se ocupd
en la determinacion de actividad especifica de las enzimas GDH-NADPH

dependiente y GPD-NADH dependiente.

Para §. cerevisiae los tiempos de duplicacidn son de 2.8 hrs y 3.6 hrs
con NaCl 0 y 1M respectivamente. Se observa tanto un mejor crecimiento
como una disminucidn en el tiempo de duplicacion en presencia de NaCl
IM en este medioc de culfivo, con respecto a los anteriores medios de
cultivo probados {ver Tabla 3}. Estos resuliados sugieren que la asparagina
y las sales de potasio contribuyen para un mejor crecimiento tanto de D.

hansenii como de §. cerevisiae.

Debaryomyces Saccharomyces
hansenii cerevisiae
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Figura 9.- Curva de crecimiente en el medio minimo modificado para el
crecimiento de D. hansenii con asparagina come fuente de nitrdgeno {SNAsnDh).
Llas curvas de crecimiento son idénficas para D. hansenii, los fiempos de
duplicacion disminuyen a 4 hrs en ambas condiciones, siendo este el mejor medio
probado. Para S. cerevisiae los tiempos de duplicacion son de 2.8 hrs sin NaCl y

de 3.6 hrs con | M de NaCl.




Por Ultimo se utilizd glicerol (Figura 10} y sorbitol (Figura 11) en el
medio SNAsnDh como fuentes de carbono alternativas a la glucosa en
presencia y ausencia de NaCl 1M, a estos medios fos denominamos
S/C.NGlicAsnDh y $/C.NSorbAsnDh respectivamente.

Debaryomyces Saccharomyces
hansenii cerevisiae
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Figura 10.- Curva de crecimienio en el medio minimo modificado para el
crecimiento de D. hansenii con glicerol como fuente de carbono alternativa y
asparagina como fuente de nitrdgeno. Los tiempos de duplicacidon para D.
hansenii son de 6.5y 6 hrs con 0y 1 M de NaCl respectivamente, mientras que
para S. cerevisiae son de 8 y 8.8 hrs con una fase lag muy amplia de 24 y 27 hrs
con 0y 1 M de NaCl respectivamente.

Los tiempos de duplicacidn para D. hansenii en glicerol fueron de 6.5
y é hrs con 0y 1 M de NaCl respectivamente; para §. cerevisiae en glicercl
los tiempos de duplicacién fueron de 8 y 88 hrs con 0 v 1M de NaCl
respectivamente y muestra una fase de crecimiento lag muy amplia de 24
y 27 hrs con 0 y 1 M de NaCl respectivamente {ver Figura 10 y Tabla 3). Se
puede notar la lento adaptabilidad de S. cerevisice para su crecimiento
en distinlas condiciones ambientales; en contraste a una alia

adaptabilidad que presenta D. hansenii para su crecimiento en distintas



ambientales, medida cemo una funcidn del fiempo de duplicacion de

ambas especies.

Ef tiempo de duplicacion para D. hansenii en sorbitoi es de 5 hrs para
ambas condiciones, mientras que para S, cerevisice esde 6y 7 hrscon Oy
1 M de NaCl respectivamente y se vuelve a observar una fase de
crecimiento lgg muy amplia de 21 v 24 hrs con 0 vy 1 M de NaCl
respectivamente [ver Figura i y Tabla 3) lo cual continta sugiiendo una
lenta adapiabiidad de esta levadura a las distintas condiciones

ambientales {ver Figuras 8, ¢ y 10).

Debaryomyces Saccharomyces
hansenii cerevisiae
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Figura 11.- Curva de crecimiento en el medio minimo modificade para el

crecimienio de D. hansenii con sorbifol como fuente de carbono dlfernativa y
asparagina como fuenie de niirégeno. Los Tiempos de duplicacién para D.
hansenii son de 5 hrs en ambas condiciones, mientras que para S, cerevisiae son
de 6y 7 hrs con una fase de crecimiento lag muy amplia de 21 y 24 hrscon 0y |
M de NaCl respectivamente.

Los resuliados obtenidos sugieren que D. hansenii posee una

versatilidad metabdlica mas amplia que la de §. cerevisiae, conrespecto o




su crecimienio en distintos medios de cultivo, ya que su crecimiento fué
favorable en las distintas condiciones a las que fue sometida. Cabe aciorar
que, para D. hansenii, las curvas de crecimiento son muy similares cuando
se crece en presencia vy en ausencia de NaCl IM; vy los tiempos de
duplicacion, en general, son ligeramente menores cuando se culfiva en
presencia de NaCl 1M, sehalando a esta cepa como una osmotolerante
tipica, lo cual sugiere que este microorganismo debe contar con
mecanismos  particulares que le permiten contender con las
concentraciones de sal en el medio. En cambio, encontramos que en
todas las condiciones probadas, 3. cerevisice ve afectado su crecimiento

cuando se culliva con NaCl 1 M.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA GLUTAMATO
DESHIDROGENASA DEPENDIENTE DE NADPH (GDH-NADPH).

La enzma glutamato deshidrogenasa {GDH) estd impiicada en el
metabolismo de compuesios nifrogenados. Esta enzima lleva a cabo la
reaccion reversible de 2-oxoglutarato a glutamato con la participacion de
un ién amonic y NADPH {ver Figura 2). Con el fin de estudiar la asimilacion
de amonio primario por esta levadura, nos dimos g la tarea de medir la
actividad especifica de la enzima glutamato deshidrogenasa dependiente
de NADPH (GDH-NADPH) en presencia y ausencia de NaCl tM en D.
hansenii. Encontramos que en presencia de NaCl IM la actividad
especifica se ve incrementada 4.7 veces, de 0.1469 a 0.804 pymol/min/mg

de proteina fotal con 0y 1M de NaCl. respectivamente {ver Figura 12}.

En la literatura enconframos que algunos organismos presentan una
acumulacion de glutamato como respuesta a un estrés osmodtico (Yancey
et al. 1982, Ogahara, et al. 1995; Botsford, et al. 1994); de esta manera

nosotros relaciongmos este aumento de 4.7 veces en la actividad
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especifica de GOM-NADPH en presencia de NaCl 1M comoe una posible
respuesta de osmotolerancia de D. Hansenii, dada por la sobreproduccion

det supuesto osmaolito protector, el glutamato.
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Figura 12.- Determinacion de Actividad Especifica de la enzma GODH-
NADPH dependiente en distintos medios de cultivo.

Por ofro lado Gustafsson & Norkrans (1976); Adler & Gustafsson (1980);
Adler, et al. {1985}, han reportado al glicerol como el principal osmelito
protector de D. hansenii durante ta fase de crecimiento exponencial. En
vista de lo anterior decidimos determinar la aclividad especifica de GDH
en células cultivadas en un medio que contiene como fuente de carbono
glicerol, esperando que se presente una inhibicion de la actividad
especifica de la enzima GDH-NADPH debida a que el glicerol va a estar
penetrando a la célula en grandes cantidades, inhibiendo la posible

participacion del glutamato como osmoprotector.
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Como se esperaba encontramos que en los medios de cullive que
confienen glicerol como fuente de carbono. la aclividad especifica de
GDH-NADPH se ve disminuida, ya que decae a un valor de 0.042 y 0.153
pmol/min/mg de proteina total, en ausencia y presencia de NaCl 1M,
respectivamente, lo cual podria suponer que es el glicerol el que esta
actuande como osmoprotector y no el glutamato (ver Figura 12); sin
embargo se sigue observando una mayor actividad en presencia de NaCl
1M,

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA GLICEROL-3-
FOSFATO DESHIDROGENASA NADH DEPENDIENTE (GPD-NADH).

Se ha reportado al glicerol como un osmolite protector en distintos
microorganismos, enfre ellos a D. hansenii (Yancey, et a.l 1982; Blomberg &
Adler, 1985). Con esto nos dimos a la tarea de determinar la actividad
especifica de la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de
NADH {GPD-NADH) en presencia y ausencia de NaCl IM y como fuentes
alternativas de carbono glucosa y glicerol, ya que, al crecer las células en
un medio de culivo que contiene glicerol como fuente de carbono,
esperamas enconfrar una inhibicién en la sintesis de ésie y por lo tante una
baja actividad de la enzima GPD-NADH; también esperamos encontrar
una mayor actlividad en los medios con NaCl. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 13.

La actividad especifica de GPD-NADH en los medios con glucosa es
de 0.0246 y 0.031 umol/min/mg de proteina tolal, con 0 y 1M de NaCl
respectivamente (ver Figura 13}. Se observa un aumento de 1.19 veces en
el medio con NaCl M, sin embarge consideramos que no es ung

diferencia significativa. Por este motivo reatizamos un ensayo en el cual
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medimos la actividad especifica de GPD-NADH en distintos tiempos de la
fase de crecimiento exponencial, para ver si durante ésta encontrabamos

diferencias significativas (ver Figura 14).
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Figura 13.- Determinaciéon de la actividad especifica de la enzima GPD en
distintos medios de cullivo.

Observamos a las 48 hrs, poco antes de finalizar la tase de crecimiento
exponencial, [ver Figura t0) una diferencia de 1.7 veces en la actividad
entre los medios con NaCl 1M y sin NaCl. Esta diferencia es significativa,
aunque se esperaba una diferencia mayor que manifestara que la sintesis
de glicerol, por la via de GPD, es uno de I0s mecanismos para contender
con el estrés osmdtico al que se ven sometidas las células. Por otro lado
probablemente la concentracion de NaCl probada no es tan alta para
gue se manifieste como un incremento en la concentracidn interna de

glicerot y por lo tanto en la actividad especifica de la enzima en cuestién.
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En los medios con glicerol g actividad especifica de GPD-NADH
dependiente es de 0.029 y 0.018 umol/min/mg de proteina total, con NaCl
0 v 1 M respectivamente [ver Figura 13). Encontramos que la actividad
especifica en ausencia de NaCl es mayor en este medio que en el que
contiene glucosa como fuente de carbono, sin embargo se esperaba lo
contrario. Probablemente la actividad especifica detectada es la basai
para esta levadura {observar las desviaciones estandar en el medio sin
NaC! con glucosa y glicerol en la figura 13), ya que el producto de GPD-
NADH, el glicerol-3-fosfato, es un intfermediario importante para la sintesis
de acidos fosfatidicos. sustratos esenciales de enzimas involucradas en la

sintesis de triacilgliceroles y glicerofosfolipidos (Athenstaedt & Daum, 1999).
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En el medio con NaCl 1M, como se esperaba, la actividad es menor
si la comparamos con la aclividad en el medio con glucosa (figura 12), ya
que el dglicerol que entra a las células por las proteinas fransportadoras, es
suficiente para contender con la osmolaridad del medio y no se requiere

sintesis de glicerol de novo.
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DISCUSION

La levadura marina Debaryomyces hansenii es uno de los pocos
microorganismos  eucaridticos que  toleran  amplios  rangos de
concentracidén de sales (Norkrans & Kylin, 1969). Es una levadura
osmotolerante que crece en medios de cullivo a concentraciones de
hasta 4M de NaCl {Onishi, H. 1963; Norkrans 1949).

Se encuenfra descrito en la liferatura que cuando D. hansenii es
somefida a esires salino por el aumento en la concentracién de NaCl en el
medio, se presenta un decremento en la conceniracion infracelular de K+y
un incremento de Na*, {Norkrans & Kylin, 1969). Prista, et al. [1997} proponen
que D. hansenii s poco sensible a las concentraciones intracelulares de
Na*, el cual sustituye parcialmente al K* cuando éste es escaso -dentro de
un rango de concentraciones de NaCl en el medio- restourando de esta
manera la fasa de crecimiento, y que el transporte de K+ es favorecido por
la presencia de Na* {Prista, ef al. 1997); sin embargo Norkrans & Kylin, {1969
mencionan que 1os niveles intracelulares de sales no son suficientes para

balancear el potencial hidrico del medio.

Las curvas de crecimiento de nuestro estudio sisfemdtico son
similares cuando se crece a D. hansenii en presencia y en ausencia de
NaCl tM (ver figuras 6 a 11), los tiempos de duplicacidn, en general, son
menores cuando se cultiva con NaCl 1M (ver Tabla 3} lo cual nos indica
que la sal no es toxica para esta levadura a la concentracion ensayada.,
confirmando los estudios de Prista, ef al. (1997} que sefalan a esta
levadurg como una osmotolerante fipica. Por ofro lado encontramos que,
en todas las condicicnes probadas, 5. cerevisicbe ve afectado su

crecimiento cuando se culliva con NaCl 1M ([ver figuras é a 11).
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Encontramos también que el medio de cultivo en el cual obtuvimos el
meijor crecimiento de D. hansenii fue el denominado SNAsnDh, el cual
contiene el aminodcido asparagina como fuente de nitrégeno junto con
sales de potasio, ambas condiciones necesarias para el crecimiento
optimo de esta levadura {ver figura 9 y Tabla 3). Esto puede explicarse
porque el idn potasio se considera un soluto compatible U osmalito vy
porque la catdlisis de la asparaging, la cual implica una reaccién de
desaminacion mediada por la asparaginasa, libera una molécula de
amonio ¥ una molécula de aspartato, el cual puede seqguir 2 vias de
degradacion, la primera implica una desaminacion mediada por la
aspartasa la cual va a liberar fumaraio y una molécula de amonio.
mieniras que la segunda via implica una reaccion de transaminacién vy ia
participacién de 2-oxogiutarato para formar oxaloacetato y glutamato. el
primero puede entrar en el ciclo de Krebs, mientras que la desaminacion
del glutamateo va a liberar 2-oxoglutarate y una molécula de amonio, asi
una molécula de asparagina puede liberar 2 moléculas de amonio. Esta
serie de reacciones hacen considerar a la asparagina una buena fuente

de nitrégeno [Voet & Voet. 1995].

En nuestro estudio sistematico encontramos que D. hansenii puede
crecer satisfactoriomente en las distintas condiciones a las que fue
sometida, lo cudl senadla que esta levadura posee una amplia versatilidad
metabdlica, con respeclo a su crecimiento en los medios de cullivo

probados [ver figuras 6a 11).

La produccién de solutos compatibles (Brown & Simpson, 1972 u
osmolitos {Yancey et al. 1982} es unc de los mecanismos generales
mediante el cual los microorganismos contrarrestan los efectos de la

deshidratacion provocada por la concentracion de los diversos solutos
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externos. Enire los solutos compatibles se ha sefalado al acido glutdmico vy
el glicerol come dos de los principales osmolilos en 1os microorganismos
(vancey et al. 1982). Medimos la actividad de la enzZima glutamato
deshidrogenasa {GDH-NADPH dependiente), una enzima involucrada en la
sintesis de glutamato en bacterias, levaduras, hongos y plantas superiores y
gue estd intimamente asociada con la asimilaciéon de nitrdgeno en
Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Encontramos un aumento de 4.7
veces en la actividad especifica de GDH-NADPH en presencia de NaCl 1M
lo cual relacionamos con una posible respuesia de osmotolerancia de D.

hansenii (ver Figura 12].

Por otro lado Gustafsson & Norkrans (1974); Adler & Gustafsson (1980)
y Adler, et al. (1985}, tienen reportado al glicerol como el principal osmolito
protector de D. hansenii durante la fase de crecimiento exponancial; asi,
cuando medimos la acfividad especifica de la enzima GDH-NADPH
dependiente en células que habion sido cullivadas en un medio que
contiene glicerol como fuente de carbono, se esperaba observar una
reduccion en lg aclividad especifica de la enzima GDH-NADPH, debido a
la intfroduccidon del glicerol extracelular por parte de la célula, actuando
este como un osmoprotector. Como se esperaba, encontramos que en los
medios con glicerol la actividad especifica de GDH-NADPH se ve
disminuida, lo cual haria suponer que es el glicerol el que estd actuando
como osmoprotector vy no el glutamato (ver Figura 12). En nuestro
laboratorio se ha medido la concentracion intracelular de glutamato en
ausencia y presencia de NaCl 1M, encontrandose que la concentracién
de glutamato no varia, aunque no sabemos si el glutamato sintetizado se
vtilice rapidamente para la sintesis de otro aminodcido que actie como

osmolito profector,
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Nilsson & Adler (1990} reportan que la actividad mdés alla de la
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa in vitro, una de las enzimas mas
importantes implicadas en la sintesis de glicerol, se presenta cuando la
enzma se encuentra en presencia de glutamato. Prebablemente la
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa necesita del glutamato para un
mejor funcionamiento en esta levadura, sin embargo, ésto no ha sido
probado y no se tienen reportes que indiguen una asociacién de la enzimao

glicerol-3-fosfato deshidrogenasa con el glutamalo.

Por ofro lado con respecto a la actividad especifica de la
enzima GPD-NADH detectamos un aumento de 1.2 veces en el medio con
NaCl M [ver Figura 13). Este aumento no es una diferencia significativa. Al
realizar el ensayo en el cual medimos la actividad especifica de GFD-
NADH en distintos tiempos de la fase de crecimiento exponencial
detectamos un aumento de 1.7 veces a las 48 hrs. de cultivo (ver Figura
14}, Esta diferencia es significativa aunque se esperaba un mayoer aumento
en la actividad especifica en los medios con NaCl TM lo cual pusiera de
manifiesto que Ia sintesis de glicerol s un mecanismo de respuesta a la
osmotolerancia de las células. También, probabiemente la concentracion
de NaCl ensayada no es tan elevada como para generar un incremento

en la actividad especifica de la enzima en cuestion.

En los medios de cullivo que contienen glicerol como fuente de
carbono se esperaba enconfrar ung baja actividad especifica de la
enzima GPD-NADH: sin embargo, encontromos que, en ausencia de NaCl,
la actlividad especifica es ligeramente mayor en este medio de cullivo que
en el que contiene glucosa como fuente de carbono, probablemente, la
actividad detectada es la basal para esta levadura (ver Figura 13}, ya que

el producto de GPD-NADH. el glicerol-3-fosfato, es un intermediario
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importante para la sintesis de acido fosfatidico, sustrato esencial de
enzimas involucradas en lg sintesis de triacilglicerol vy glicerofosfolipidos
(Athenstaedt & Daum, 1999).

En el medio de cultivo con glicerol y NaCl 1M, la actividad es menoer
comparada con la actividad en el medio con glucosa, ya que el glicerol
que entra a las células mediante ias proteinas fransportadoras es suficiente
para contender con la osmolaridad del medio sin requerirse sintesis de

glicerol de novo (ver Figura 13).
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CONCLUSIONES

Se desarrolld el medio minimo de cullive para el crecimiento
optimo de esta levadura, el cual se denominé SNAsnDh. Este
medio contiene asparagina como fuente de nitrégeno vy sales
de potasio, ambos factores necesarios para el crecimiento de

esta levadura.

Se determinaron los tiempos de duplicacion en todas las
condiciones probadas, siendo de 4 hrs. en el medio SNAsSnDh
con 0y 1M de NaCl.

Nuestros resultados sugieren que D. hansenii posee una amplia
versatiidad metabdlica, en comparaciéon a §. cerevisiae, ya
que presento un crecimiento mdas favorable en las distintas

condiciones a las que fue sometida.

Las curvas de crecimienic de nuestro estudio sistemdtico son
similares cuando se crece a D. hansenii en presencia y en
ausencia de NaCl 1M; los fiempos de duplicacion, en general,
soh menores cuando se culliva con NaCl M lo cual nos dice
que la sal no es loxica para esta levadura a la concentracion
ensayada, confrmandoe los estudios de Prista ef. al. (1997) v

que sefhalan a esta cepa comoe una osmotolerante tipica.

Se determind un aumento de 4.7 veces en la actividad
especifica de ia enzima GDH-NADPH cuando se crece a D.
hansenii en presencia de NaCl 1M y con glucosa como fuente
de carbono. Estos resultados muestran una posible refacidn

entre la sintesis de glutomato y el fendmenc de
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osmotolerancia en esta levadura. En presencia de glicero|,
principal osmolito protector en la fase de crecimiento de esta
levadura, |a  actividad especifica se  ve  disminvidag
drasticamente tanto en presencia como en ausencia de NaCl,
lo cual supone que es el glicerol, que esta penetrando en
grandes cantidades en la célula, v no el glutamato, el que
estd actuando como osmoprotector. Sin embargo se sigue
observandeo una mayor actividad en presencia de NaCl 1M,
Hacen falta mds estudios para comprobar si es cierta o no la
participacién  del  glutamato  en el mecanismo  de

osmotolerancia en esta levadura.

Se determind un aumento de 1.7 veces en la acfividad
especifica de la enzima GPD-NADH cuando se crece con
NaCl 1M y con glucosa como medio de cullivo. Este aumento
pone de manifiesto que la produccién de glicerol por la via de
GPD es un mecanismo para contender con el bajo potencial
hidrico del medio ambiente confirmando 105 frabajos de Adler
8 Gustafsson {1980).
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