: 9/
ﬁe&

)X 2 UNIVERSIDAD NACIONAL AU’I‘ONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

| Efectos del estrés por sal

en el metabolismo nitrogenado
de Saccharomyces cerevisiae

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

% N Jr’/ﬂ
*\*-\,;-%5.; MEXICO, D. F.

| FacuLTAD DR CIENGLAR
SECCION 1;5¢ak

FALLA DE ORIGEN =~ —— -

L
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VNIVERADAD NACJONAL

AVENMA DE
MERICO

M. EN C. VIRGINIA ABRIN BATULE

Jefe de la Division de Estudios Profesionales
Facultad de Ciencias

Presente

Los abajo firmantes, comunicamos a Usted, que habiendo revisado el trabajo de Tesis que

realiz(6)ron_g1 __pasante(s) Busto Sfnchez JInsé Luig

con niimero de cuenta 8233887-1 con el Titulo:

"E 2

————-de Saccharanyces cerevisiae"

Otorgamos nuestro Voto Aprobatorio y consideramos que a la brevedad debera presentar su
Examen Profesional para obtener el titulo de Bidlogo

APELLIDOS COMPLETOS

NOMBRE(S),

Director de Tesis

Biol Racuel Ortega  Mufioz, . ;&B _
M. en C. Luisa Alba Iois._ ] o S
Dra. Alejandra Ltz ia e
Suplente £
M. en IBB.  Bma Cecilia Sapyedrs . Tdre eQMM& 0 ./mabur X1

Suplente



A mis papas, José Luis Y Gloria
por todo el apoyo que he
recibido de ellos, gracias.

A mi abuelita Esperanza

A mis abuelitos Maruca e Higinio.

A mis hermanos Edith, Hugo y Julieta.

A Mariana

"



wT

A Paty Suaznavar



Especialmente a mi primo Alejandro por la
convivencia durante los momentos de trabajo
asi como en los de esparcimiento,

A mi tia Chivis.

A mi tio Carles.

A mis tios consentidos: Luli y David,
asi como a Omar y Liz.

A mi prima Adri.

A toda mi familia con especial carifo.

A mis mejores amigos. Job, C. Luis y Diana.

A mis amigos: Emma, Rosalinda, Fernando, David,

Georgina, Paty, Vianey, Lupis, Greco, Ménica y

Viétnica por todos los momentos que compartimos
durante la carrera.

A mis compafleros de laboratorio Anita Velasco
y Carlos Luna por su amistad y valiosa
ayuda en las actividades del laboratorio.

“



Agradezco de manera especial al Dr. Fernando Montiel el
que me permitiera realizar la parte experimental en el
laboratorio que dirige, asi como la enseflanza que he
recibido durante mi estancia y la cual es parte de la
formacién académica y de trabajo en el laboratorio.
Agradezco también el que me haya brindado su amistad.

Agradezco a la bidloga Raquel Ortega quien compartio su
experiencia en el laboratorio para poder iniciar esta
serie de investigaciones en torno al estrés salino, la
cual ha resultado en una colaboracién fructifera en el
estudio de este fendmeno.

Agradezco a la M. en C, Luisa Alba, a la Dra. Alejandra
Mainero y la M. en IBB. Emma Saavedra, el haber aceptado
formar parte de la Comisién Dictaminadora, asi como 1los
comentarios y recomendaciones que hicieron acerca del
presente trabajo.

Agradezco también a los compaferos del laboratorio 103,
Carlos Mijica y Alejandro Tovar sus comentarios y consejos
practicos sobre la cuantificacién de las actividades
enzimdticas.,

Quiero dar las gracias a todos los compafieros de los
laboraorios de bioquimica como Ivonne, Helen, Felipe, J.
Juan, Pilo, Alicia G. y Elda Beltran.

Le agradezco también a Marisa Reyes el haber revisado
parte de los manuscritos previos a este trabajo, asi como
por sus observaciones.



——

Este trabajo se llevdé a cabo en el laboratorio 105
del departamento de Bioquimica y Farmacia de

la Facultad de Quimica, cunjunto E. UNAM.
bajo la direccién del Dr. Fernando Montiel A.

y la Bidloga Raquel Ortega M.

Para su realizacién se contd con el
apoyo ecénomico de la Fundacién UNAM asi como

de CONACYT.



INDICE GENERAL
INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS

I.  RESUMEN

II. INTRODUCCION

1.~ El fendmeno de estrés. Consideraciones histéricas.
1.1.~Concepto de estrés.
1,2.~Antecedentes histéricos.
1.3.-Funcién de las proteinas de estrés,
2.~ El problema de la sal en los seres vivos
y en la agricultura.
3.- El estrés por sal.
3.1.-Estrés osmético.
3.2.-0Osmorequlacidn,
3.3.~Participacién de los iones como perturbadores
en la funcién de las macromoleculas,
4.- Solutos compatibles 1 osmolitos protectores.,
Caracteristicas.
4.1.- Posibles mecanismos de accién de los
osmolitos protectores u osmoprotectores,
4.2.- Aninodcidos y derivados aminados como
osmolitos protectores.
4.2.1.-~ Prolina.
4.2,2.~ Urea y metilaminas.
4.2.3,- Glutamato.

4.3.~ Sistemas de transporte de solutos para la
osmoregulacién en procariontes.

4.4.~ Sensores de los cambios osméticos.

(5B & 1 S VS R V]

O O ~J o

10

11

12
12
13
13

14
14

- ua\-



4.

5.-

6.-

6.
6.
6.

7.-

5.- Implicaciones evolutivas,

Saccharomyces cerevisiae como modelo

de laboratorio.

Metabolismo nitrogrenado de levaduras.
1.-Sistemas catabélicos.

2.-Glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.2.) (GDH).
3.- Glutamino sintetasa (EC 6.3.1.2.) (GS).
Saccharomyces cerevisiae en condiciones

de estrés salino.

Ill. HIPOTESIS

IV. OBJETIVOS

V. MATERIAL Y METODO

4

Material Biolégico.

Curva de Crecimiento de levaduras control y
adaptadas a concentraciones crecientes de NaCl.
Adaptacion de Saccharomyces cerevisiae a
concentraciones crecientes de NaCl.

.1,-Cosecha de Levaduras.

Extraccién de Proteinas

.1-Extraccién de proteinas para determinar

actividad de glutamato deshidrogenasa
(GDH- NAD') (EC 1.4.1.2).

.2-Extraccién de proteinas para cuantificar

la actividad de glutamino sintetasa (GS)
(EC 6.3.1.2).

15
15
17
17

19
21

22

24

24

25

25

25

25
26
27

27

27

—_———

“1



5.~ Electroforésis de proteinas totales en geles de
poliacrilamida
8,1-Deshidratacién y montado de gel de
electroforésis en laminas de celofan,
6.-Determimacidén de las actividades enzimaticas
6.1,-Determinacién de la actividad de la
glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.2)
(GDH- NAD*) de levadura. Reaccién aminativa.

6.2-Determinacidén de la actividad enzimdtica de 1la

glutamato deshidrogenasa (GDH-NAD') (EC 1.4.1.2)
de levadura. Reaccién desaminativa.
6.3~ Determinacién de la actividad de la glutamino
sintetasa (EC 6.3.1.2) (GS) de levadura.
6.3.1.-Curva patrén de gy-glutamilhidroxamato,
6.3.2.-Ensayo para determinar la formacién
de y-glutamilhidroxamato en diferentes
tiempos de incubacién.
7.~ Cuantificacién de proteina.

8.~ Andlisis estadistico,
V1. RESULTADOS

1.~ Crecimiento de 5. cerevisiae.
1.1,-Tiempo de generacidn para cada poblacién.
2.~ Electroforésis de proteinas totales de S.
cerevisiae.
3.~ Determinacliones enzimiticas.
3.1,~ Actividad de la glutamato deshidrogenasa (EC

1.4.1.2.,) de S. cerevisiae. Reaccidn aminativa.

28

30

30

30

32

33

34

35

35

36

37

37
37

40
44

44

iii



3.2.~- Actividad de la glutamato deshidrogenasa
(EC 1.4,1,2,) de 8. cerevisiae. Reaccién
desaminativa, 44
3.3.- Actividad de la glutamino sintetasa
({EC 6.3,1.2,) de S§. cerevisiae. 47
3.3.1.- Determinacién de la cantidad de producto
formado. 48
3.3.2.- Formacién de producto a través del tiempo. 48
3.3.3,~ Cuantificacién de proteina. 48
3.3.4.- Actividad de la glutamino sintetasa (EC
6.3.1.2.) de S. cerevisiae control y adaptada

a concentraciones crecientes de NaCl. 51

VII. DISCUSION 53

VHI. REFERENCIAS 59

iv



INDICE DE FIGURAS
Figura,

1.~ Productos del catabolisme de los principales compuestos
nitrogenados. 18

2.~ Curva de crecimiento de S. cerevisiae. Crecimiento de
levaduras en medio YPD liquido sin sal y adicionado
con concentraciones de NaCl 0.34 M, 0.68 M y 1 M, 38

3.~ Curva de crecimiento de 5. cerevisiae. Tiempo en el que
se alcanza una fase estacionaria de crecimiento de S,
cerevisiae con NaCl 0.68 M y 1 M comparado contra la
poblacién control. 39

4.-Proteinas totales de S. cerevislae control y adaptadas
a concentraciones crecientes de NaCl separadas mediante
electroforésis en condiciones desnaturalizantes. 42

5.~Separacién de proteinas totales de S, cerevisiae obtenidas
y tratadas de igual forma que en la Figura 4, excepto que
en el carril 8 la concentracién de proteina fue de 0.72 ug.43

6.~ Actividad aminativa de la glutamato deshidrogenasa
de S, cerevisiae, 45

7.~ Actividad desaminativa de la glutamato deshidrogenasa

de S. cerevisiae, ‘ 46
8.~ curva patrén de y-glutamilhidroxamato comercial. 49
9.~ Formacién de y-glutamilhidroxamato en funcién del tiempo. 50
10.~ Curva patrén de proteina (sercalbimina bovina). 51
11.- Actividad de la glutaminc sintetasa de S. cerevisiae. 52

12.~ Metabolismo del glicerol en levaduras. 57



I. RESUMEN

El cloruro de sodio es una sal que por diversos factores
abiéticos como la evaporacién puede incrementar su concentracién en
el medio externo de algunos organismos tales como bacterias,
protozoarios y algunos vegetales aumentando la osmolaridad externa y
actuando como agente estresante. Uno de los primeros eventos de tipo
fisicoquimico que tiene lugar en estas circunstancias es la salida de
agua citoplédsmica lo que tiende a equilibrar las concentraciones de
solutos internos con los solutos externos. Los mecanismos de
osmoregulacién involucrados incluyen la produccién y acumulacidén de
osmolitos que probablemente ayudan a la célula a continuar con una
actividad normal, asi como la sintesis de proteinas que se han
denominado proteinas de estrés por expresarse en mayor cantidad
durante esta situacién.

El patrén electroforético de proteinas totales de S. cerevisiae
crecida en medio sin sal y bajo concentraciones crecientes de NaCl,
confirma la sobreexpresién de bandas proteicas con peso molecular
aproximado de 26, 29,45 y 63 kDa, (Varela et al, 1992). Sin embargo,
en las células crecidas con sal, también se observan dos bandas
proteicas con un peso aproximado de 41.5 y 53.6 kDa de las que no se
tiene reporte alguno.

La exposicién de levaduras a soluciones con una alta
concentracién de sales origina, entre otros mecanismos de respuesta,
la produccién y acumulacién de osmolitos compatibles tales como el
glicerol y la trealosa (Varela, 1992; Larsson, 1987; André, 1991;
0lz, 1993). Sin embargo, dado que en la respuesta a este tipo de
estrés en organismos filogenéticamente distantes como lo son las
bacterias y los vegetales frecuentemente se observa la acumulacién
de compuestos que incluyen nitrégeno como parte de su molécula, puede
afirmarse que este fenémeno estd ampliamente distribuido a lo largo
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de evolucién desde procariontes hasta eucariontes (Measures, 1375).
Estudios previos en nuestro laboratorio han mostrado que bajo estas
condiciones de estrés salino células vegetales en cultivo presentan
una clara alteracién en la actividad de dos enzimas claves del
metabolismo nitrogenado: glutamato deshidrogenasa (GDH} y glutamino
sintetasa (GS}. Por lo que respecta a la levadura aunque como ya se
dijo, este organismo no parece acumular preferencialmente compuestos
nitrogenados durante el estrés salino, si se obserxrvo un cambio en la
actividad catalitica de la GDH y de la GS cuando las levaduras fueron
crecidas bajo NaCl a una concentracién de 1 M, Este cambio podria
estar relacionado con la biosintesis del glicerol el cual es el
osmolito que se acumula en mayor concentracién en las levaduras bajo

una condicién de estrés salino.,
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Il. INTRODUCCION

1.- El fendmeno de estrés. Consideraciones histéricas.

La adaptabilidad es probablemente una de las caracteristicas mas
distintivas de la vida ya que las condiciones del entorno de un
organismo como temperatura, luz, nutrientes, concentracién de
oxigeno etc. no son constantes. Estas cambian o fluctuan a lo largo
del dia o de temporadas estacionales, pudiendo inclusive presentarse

cambios radicales imprevistos como heladas, inundaciones,
granizadas, sequias, etc.. Atn en estas situaciones, los organismos
responden realizando ajustes que les:.permiten mantener un medio
interno con condiciones constantes; es asl que el fisidlogo
norteamericanc W. B. Cannon acufié la palabra homeéstasis (griego
homes = similar y stasis = estado) para designar a los procesos
fisioldgicos coordinados que mantienen las condiciones constantes en
un organismo; estos procesos son diversos y se realizan de manera
activa (Hoar, 1975).

1.1.-Concepto de estrés.

Por lo que respecta al concepto de estrés, el investigador Hans
Selye menciona que "todo mundo sabe que es estrés, pero al mismo
tiempo nadie sabe su significado preciso" (Selye,1973). Esta palabra
tiene diversos significados para diferentes personas o profesiones.
Es un término que originalmente tiene implicaciones en el terreno de

la mecénica; se utiliza para definir una fuerza que es ejercida
sobre un cuerpo. De acuerdo con las leyes del movimiento de Newton,
una fuerza siempre es contrarrestada por una fuerza contraria. Si un
cuerpo A ejerce una fuerza sobre un cuerpo B, el cuerpo B también
ejerce una fuerza contraria sobre A. Dichas fuerzas son denominadas
accién y reaccién respectivamente y son partes de un todo conocido
como estrés (Levitt, 1980), Sin embarge, el términc estrés
actualmente también es aplicado a sistemas biolégicos y todos han
escuchadc o mencionado algo sobre él. La palabra estrés fue
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trasladada al terreno de la biologia por el investigador canadiense
Hans Selye quien en 1936 observd que un organismo como la rata,
cuando es expuesto a agentes nocivos de diversa naturaleza tales como
dafio quirargico, frio y drogas, entre otros, presenta un cuadro con
manifestaciones agrupables como un sindrome, en el que o6rganos como
el timo, glandulas adrenales y nédulos linfdticos se alteran de
manera similar independientemente del tipo de daflo ejercido. En este
trabajo pionero con ratas estresadas con choque eléctricos, Selye
(1936) estableci6é tres estados para lo que él denomindé el Sindrome
General de Adaptacién "GAS" (General Adaptation Syndrome):

Primer estado, reaccién de alarma. Se presenta en un periodo de 6 a
48 horas; se observa un decremento en el tamafio del
timo, bazo, ndédulos linfaticos e higado, disminucién del
tejido graso,pérdida del tono muscular y falta de
control en el mantenimiento de la temperatura corporal,
entre otros,

Segundo estado, resistencia. Se presenta en un periodo inicial de 48
horas y con una duracién de uno a tres meses, durante el cual
el crecimiento corporal cesa, pero la apariencia y funcién de

los organos retorna practicamente a la normalidad.

Tercer estado, agotamiento. Este se presenta cuando el estimulo
dafiino ejercido continia y si éste es mas severo, el organismo
plerde su capacidad de resistencia y, por lo tanto, muere.

Los factores que producen el estado de estrés son denominados
"estresores", pero de manera general se puede considerar que
cualquier factor del medio potencialmente desfavorable para los
organismos es también potencialmente estresante (Levitt, 1980). A
partir de estos conceptos podemos decir entonces que la resistencia
al estrés es la capacidad que presenta un organismo para sobrevivir a
un factor desfavorable y crecer en su presencia (Levitt, 1980).



1.2.-Antecedentes histéricos.

La respuesta de los organismos vivoes a un estrés de tipo
abidtico muestra notables semejanzas a lo largo de la escala
filogenética. En estas adaptaciones operan niveles como el de la
expresién génica y sus productos, facilmente identificables en la
respuesta al estrés por calor o "choque calérico" en la que se
observa un incremento en la sintesis de proteinas que hablian sido
sintetizadas minimamente antes de la exposicién al exceso de
temperatura (Ashburner y Bonner, 1979). La primera referencia de este
tipo fué reportada por el investigador italiano F. Ritossa quien en
1963 observé cambios en los patrones de ensanchamiento de los
cromosomas politénicos de las glandulas salivales de la mosca de la
fruta Drosophila. Estos nuevos patrones de ensanchamiento se
presentaron al incrementar la temperatura de incubacién en cinco
grados centigrados i. e. de 25°C a 30°C. sugiriendo una posible alta
actividad génica en esas regiones ensanchadas (Ritossa, 1963).

Las proteinas cuya sintesis se incrementa por el calor como
agente estresante se conocen como proteinas de chogue caldrico, HSP
(heat shock proteins); actualmente se tienen identificadas familias
de genes que codifican proteinas de choque calédrico con un peso
similar, como es el caso de las HSP70 (Lindgquist, 1988)., Estas
proteinas pueden ser inducidas por otros agentes estresantes como el
etanol, los metales pesados, las sales de arsénico y las infecciones
por virus, entre otros, por lo que también se pueden denominar
proteinas de estrés, término que reconhoce que una respuesta similar

puede ser originada por diversos agentes estresantes (Hightower,
1951).

1.3.~-Funcién de las proteinas de estrés.

Uno de los aspectos mds interesantes que surgieron en el estudio
de las proteinas de choque calérico es su posible papel durante la
situacién de estrés. Algunas proteinas de estrés han sido
identificadas como chaperonas, proteinas que impiden la asociacién
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incorrecta dentro y entre cadenas polipeptidicas durante el
plegamiento de las proteinas sintetizadas de novo y que también
podrian participar en la proteccién de proteinas pre-existentes en
células bajo estrés calérico (Hightower, 1991; Martin et al, 1993).
El término de chaperona es aplicado a las proteinas de células
eucariontes y el de chaperoninas a las de organismos procariontes y
organitos celulares {(mitocondria y cloroplasto) (Ellis et al, 1991;
Hemmingsen et al, 1988)., Para llevar a cabo su funcién requieren de
energia ya que se ha observado una actividad de ATPasa, como en el
caso de las chaperoninas GroEL y GroES de la enterobacteria
Escherichia coli, las cuales actQan sobre una protefna no plegada o
desnaturalizada (Martin et al, 1993). Esta funcién es particularmen;e
critica ya que como se indicdé anteriormente, el plegamientQ de
proteinas in vitro puede presentar infinidad de posibles
interacciones termodindmicamente favorables pero sin una actividad
funcional. El papel que desempefian estas chaperonas ha revoluciohado
el concepto tradicionhal en el que la estructura terciaria péoteica in
vivo estarfa dictada sélo por 1la secuencia de aminoiecidos o
estructura primaria. Asi, lo que parecia una generalidad derivada
del caso de la ribonucleasa ha sido en realidad una gran excepcidén
(Gething y Sambrook, 1992). '

2.- El problema de la sal en los seres vivos y en la agricultura.

A lo largo de la evolucidn orgdnica se ha presentado una
fuerte presién selectiva de los organismos ante diversos tipos de
estrés hidrico tales como sequia y fluctuacién en la concentracién
de sales asi como variaciones de la temperatura ambiental (Yancey et
al, 1982). i

La evaporacién de grandes mantos acuiferos, por ejemplo, puede
tener como consecuencia un aumento en la concentracién de sales, tal
como ha ocurrio con el Mar Muerto en Asia o con el Gran Lago Salado
(Great Salt Lake, EEUUA)en los que las concentraciones del catién Na*
son de 1500 mM y 5900 mM respectivamente y para el anién Cl° de 4600
mM y 5100 mM (Brown, 1990). Sin embargo, la carencia de agua ha

sido una de las mayores fuerzas selectivas en la evolucién vegetal
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y la capacidad para competir con esta insuficiencia hidrica es
determinante en la distribucién natural de las plantas en general,
asi como de las especies econémicamente utiles en particular (Hanson,
1982) ., Esto, aunado a que las tierras cultivables por riego se
encuentran frecuentemente asociadas a un nivel de evaporacién
elevado en las regiones A4ridas vy semidridas, lo que provoca la
acumulacion de grandes cantidades de sales en la superficie del
terreno irrigado con la consecuente disminucion en el rendimiento
agricola del mismo (Fitzpatrick, 1984). La proporcién de tierra
afectada por salinidad tiene un intervalo de valores de entre 3.4 y
9 millones de Km?, lo que significa que entre 13% y 30 % de la tierra
irrigada es afectada por sales (Flowers y Yeo, 1988). Esto refleja el
efecto acumulado que han tenido décadas o siglos de adicionar agua al
suelo para sostener el crecimiento de especies vegetales agricolas.
Las sales contenidas en el agua de riego se quedan en el suelo una
vez que ésta se evapora. El clorurc de sodio (NaCl) inhibe el
crecimiento vegetal y es la sal que se encuentra en mayor proporcién
en las tierras que sufren un incremento en la cantidad de sales
(Evans et al, 1983),

En el pasado, los mayores esfuerzos para luchar contra la
salinidad han sido dirigidos a practicas de desalinizacion de tierras
pero éstas tienen un alto costo y son, sobre todo, impracticas en
paises en vias de desarrollo. Otro tipo de solucién es mediante el
mejoramiento de especies agricolas resistentes a la sal a través de
modificaciones genéticas (Epstein et al.,, 1980; Haro et al., 1993;
Tarczynski et al., 1993; Evans et al., 1983; Gaxiola et al., 1992),

3.-El1 estrés por sal.

En un estrés de tipo abiético como el provocado por un exceso de
sales y por una deficiencia o exceso de agua, al igual que en el
estrés de tipo caldérico, la respuesta de los organismos puede
estar muy conservada (Close y Lammers, 1993). En este caso, el
cambio en la concentracion de sales del medio externo produce una
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entrada o salida de agua a través de la membrana celular que
funciona como una barrera para ciertos solutos, pero permite el
libre paso del agua, promoviende un equilibrio entre las
concentraciones interna y externa; ésto produce un cambio inicial
en el volumen celular (Csonka, 1991). El estrés salino tiene por
una parte un efecto primario el cual puede ser directo, como un
dano de tipo téxico, o un daflo indirecto como las alteraciones de
tipo metabolico y la inhibicion del crecimiento y desarrollo. Por
otra parte, un efecto secundario incluye deficiencia en la toma de
nutrientes y, adicionalmente, un estrés de tipo osmético (Csonka,
1989) .

3.1.- Estrés osmbtico.

El estrés osmético es una consecuencia de la presencia de
organismos no  adaptados en un medio en el que fluctta la
concentracion de sales u otro tipo de moléculas osméticamente
activas; al aumentar estas ultimas en el medio externo se incrementa
la osmolaridad con la consecuencia de una pérdida de la turgencia
celular (Evans et al, 1983; Close y Lammers, 1993). En general, un
organisme no puede modificar el medio externo por si mismo pero
tiene dos posibles formas de hacerle frente: wuna es evitarlo, ya
sea a través de la exclusion total o parcial mediante barreras
fisicas que lo aislen; al desaparecer el estrés, se elimina la
tensién ejercida. Por otra parte puede resistir al estrés
tolerdndolo, es decir, manter un equilibrio con el estrés sin sufrir
un daflo o, como apunta Selye (1973), en un estado de resistencia. Un

organismo que es tolerante al estrés es capaz de prevenir,
disminuir o reparar el dafio producido por la tensién ejercida
por dicho estrés (Levitt, 1980; Evans et al, 1983).



3.2.-Osmoregulacién.

La respuesta de los organismos de los diferentes reinos
biolégicos a cambios en la osmolaridad, presenta notables semejanzas,
ya que la causa y el efecto son de naturaleza fisicoquimica, como la
ésmosis en si y la presién osmética (Csonka, 1991). La
osmoregulacién se define como la regulacién del potencial osmético
interno de una c¢élula por adicién o eliminacién de solutes en
solucién para hacer frente al estrés osmético y evitar 1la
deshidratacién, hasta un punto en el que el potencial osmético
intracelular sea aproximadamente igual al potencial del medio que
rodea a la célula (Heuer, 1994; Csonka, 1989; Evans et al., 1983)., La
exposiciédn de un organismo a un medio externo con un incremento en la
osmelaridad resulta en la salida del agua interna. La disminucién en
el contenido de agua interna origina también una disminucién en 1la
presién de turgencia y una contraccién del volumen citoplésmico; una
congecuencia de estos procesos es el aumento de la concentracién de
los metabolitos intracelulares y al mismo tiempo una reduccién en la
actividad del agua citoplésmica.

3.3.-Participacién de los iones como perturbadores en la funcién
de las macromoleculas.

En la mayoria de las funciones bioguimicas de la célula se
requiere de la participacién de iones (Boyer, 1970). Sin embargo, el
incremento de algunos iones en el medio intracelular puede ser téxico
al modificar o inhibir algunas funciones. Por ejemplo, las sales
NaCl y KCl asi como sus productos iénicos Na’', K y cl’ tienen un
efecto deletéreo en la actividad enzimitica de proteinas vegetales
y animales, afectando de manera directa su funcién catalitica y su
constante de afinidad por el sustrato o Ku (Yancey et al, 1982).



o

4.~ Solutos compatibles u osmolitos protectores. Caracteristicas.

El organismo responde a un estrés de tipo osmético incrementando
la concentracién de un ntumerc limitado de moléculas para restaurar
algunas de las condiciones en que se encontraba en el estado de
pre-estrés; estas moléculas no parecen inhibir los procesos celulares
y se han denominado solutos compatibles {Brown y Simpson, 1972). Este
término fue introducido por Brown y Simpson en 1972 para describir a
las substancias no-inhibitorias que se acumulan en el citoplasma de
las células en un medio con una alta osmolaridad.

Los solutos, denominados también osmolitos, muestran una
sorprendente evolucién convergente entre procariontes, plantas y
animales lo que sugiere que solo algunos tipos de solutos son
compatibles con las macromoléculas biolégicas, Entre los fenémenos
que Yancey y colaboradores (1982) observan que se mantienen a lo
largo de la escala filogenética estd el de la concentracién interna
del ién potasio ([K') la cual varfa muy poco, independientemente de
que los valores de presién osmética ejercida se encuentren en
intervalos amplios. La excepcién es la arqueobacteria
Hallobacterium salinarium con valores de 4500 a 5000 nmol/kg agua
de 1i6n potasio en un medio de 5.1 M de NaCl (Yancey et al, 1982).

La mayor parte de los osmolitos en eucariontes sometidos a un
estrés de tipo hidrico estdn restringidos a algunas clases de
productos metabdlicos de bajo peso  molecular: polioles como el
glicerol, manitel y la sacarosa; aminodcidos libres y derivados
de aminodcidos (taurina y @-alanina); urea y metilaminas como el
N-éxido de trimetilamina, la betaina y la sarcosina.. Cada
diferente grupo de osmolitos se encuentra distribufdo
caracteristicamente en especies que pertenecen al mismo Phylum o
Phyla cercanos (Yancey et al, 1982).
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4.1.~- Posibles mecanismos de accién de los osmolitos protactores
u osmoprotectores.

El investigador francés LeRudulier ha realizado algunas
observaciones importantes en torno a los osmolitos protectores. Una
de ellas se refiere al hecho de que para acumularse en grandes
concentraciones en el interior de la célula no podran atravesarla
rapidamente sino es mediante la ayuda de sistemas de transporte,
tales como las proteinas denominadas porinas (LeRudulier et al.,
1984)., La gran mayoria de estos osmolitos, denominados también, como
ya se dijo, osmoprotectores, no presentan una carga eléctrica neta a
pH 7. Asi, al acumularse, no perturban la estructura de las
macromoléculas celulares (Yancey et al., 1982; Csonka, 1989). En
grandes concentraciones no inhiben la actividad enzimitica como es el
caso de la glicinbetaina y de la prolina (Wyn y Gorham, 1983), Son
moléculas con una gran solubilidad en aqua por lo que podrian estar
de alguna manera hidratando a las proteinas citoplésmicas y
estabilizando la estructura nativa de proteinas tipo globular
pudiendo éstas continuar con una actividad "normal" (Arakawa vy
Timasheff, 1985). Por otra parte, se ha observado que algunos
aztdcares como el glicerol y la sacarosa, al actuar como

osmoprotectores, incrementan la temperatura de transicién de las

proteinas en una sclucién acuosa {Arakawa y Timasheff, 1982},

Entre algunos otros mecanismos de proteccién podria considerarse
el de que al ser moléculas no polares pueden adoptar estructuras
compactas estabilizadas por interacciones hidrofébicas
intramoleculares, que tendrian preferencia sobre proteinas
desnaturalizadas por presentar éstas una mayor superficie (Arakawa y
Timasheff, 1985). Otro posible mecanismo es el de que la fuerza
cohesiva de las moléculas comoe los azicares incrementa la tensién
superficial del agua lo cual es un factor importante en la
interaccién de la superficie polar proteica con solventes en sistemas
acuosos confiriéndole una estabilidad a 1la proteina (Arakawa vy
Timasheff, 1982).
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4.2.-Amincécidos y derivados aminados como osmolitos protectores.

Existe fuerte evidencia de que algunos aminodcidos y sus
derivados son utilizados como osmoprotectores por diversos
organismos como invertebrados y vertebrados marinos, bacterias
tolerantes y no tolerantes a la sal, plantas halofitas y peces como
la lamprea y el celacanto (Yancey et al., 1982). Los amino4cidos, a
pesar de tener cargas, se comportan como zwitteriones en los
intervalos de pH fisiolégico. Por otra parte, estudios in vitro

muestran que aminoicidos como la glicina, alanina, serina, f-alanina
y prolina aGn en una concentracién de 1 M no afectan la Km de algunas
enzimas como la lactato deshidrogenasa y piruvato cinasa (Yancey et
al, 1982). Esto suyiere que estos amino&cidos son compatibles con la
funcién enzimidtica. En cambio, concentraciones menores de 0.5 M de
aminoidcidos con carga como la arginina y la serina disminuyen
inclusive 4 veces la Km de las mismas enzimas (Yancey et al, 1982),

4.2.1.-Prolina.

La prolina se acumula principalmente en bacterias y células
vegetales sometidas a un medio con altos niveles de cloruro de sodio
y estrés por deshidratacién (Measures, 1975; Heuer, 1994). La prolina
adicionada de manera exégena puede eliminar 1la inhibicién del
crecimiento en bacterias sometidas a un estrés osmético; las
bacterias gram-positivas pueden aumentar la concentracién interna de
prolina sin que ésta sea adicionada de manera exdgena, lo que
sugiere que bajo estas circunstancias la sintesis de prolina podria
estar regulada por un control osmético (Csonka, 1989).

El papel de la prolina como osmolito compatible u osmoprotector
podria ser a través de su interaccién con las proteinas,
incrementando la solubilidad de proteinas con solubilidad reducida,
evitando su precipitacién al incrementar la capacidad de unién del
agua en los complejos prolina-proteina (Le Rudulier et al, 1984). La
porcién alifatica del anillo de prolina se une a los residuos
no-polares de las proteinas mediante interacciones hidrofébicas; por
otra parte, los residuos carboxilo e imino altamente cargados podrian

12



interactuar con el agua, lo que resultaria en una cublerta
hidrofilica 1la «cual promoveria 1la solubilidad (Csonka, 1989).
Experimentos in vitro han mostrado que concentraciones de hasta € M
promueven la solubilidad de proteinas como 1la insulina,

fi-lactoglobulina y albuimina bovina (Yancey et al, 1982).

4.2.2.~ Urea y metilaminas.

La urea se presenta en varios organismos como un producto del
metabolismo nitrogenado; sin embargo, se sabe que tiene efectos que
perturban la estructura de macromoléculas. Por otra parte, el efecto
de una alta concentracién de urea en la sangre como en el caso del
celacanto (el cual tiene una concentracién de 400mM) es
contrarrestado por la accidén de moléculas como las metilaminas,
oxido-N-trimetilamina(TMAO), betaina y sarcosina (Yancey et al,
1982). Estudios in vitro muestran que las metilaminas como la
betaina pueden eliminar la inhibicién de la actividad enzimética en
la malato deshidrogenasa provocada por una concentracién de 300 mM de
NaCl (Pollard y Wyn Jones, 1979). ‘

4.2.3.~ Glutamato.

Se presenta como osmoprotector principalmente en bacterias
sometidas a un medio con altos niveles de NaCl y estrés por
deshidratacién (Measures, 1975). El glutamato es una molécula que
presenta una carga negativa a pH fisiolégico, por lo que en el flujo
de entrada en bacterias es acompafiada por un catién (comunmente K')

el cual también contribuye al balance osmético.



4.3.- Sistemas de transporte de solutos para la osmoregulacién
en procariontes.

Existen amplias investigaciones sobre los mecanismos de la
osmoregulacién en procariontes, sobre todo en bacterias como S,
typhimurium y E. coli las cuales se utilizan como modelo de estudio
(Csonka, 1989). Una caracteristica importante que presentan las
bacterias es que al igual que ciertos hongos y vegetales tienen
pared celular y que inclusive ciertas respuestas a estrés osmético
son similares. Los sistemas protéicos de transporte que se han
estudiado se han enfocado principalmente a los que involucran
moléculas como la prolina, glicinbetaina y trealosa, entre otras
(Csonka, 1991). Se ha observado que existe un control osmético sobre
la_ transcripcién de genes que codifican a dichos sistemas de
transporte; algunos de los genes estudiados y su funcién son los

siguientes:

gen funcién del producto referencia
kdpABC transporte de potasio. {Csonka, 1991)
pPutp transporte de prolina. {Csonka, 1989
proU, propP transporte de prolina y glicinbetaina. (Csonka,19689)
OmpF y OmpC codifican para porinas {LeRudulier et al, 1984).
otsA y otsB sintesis de trealosa. {Caonka, 1991)
betA, betB y betT transporte de colina. {csonka, 1989)

4.4.~8Sensores de los cambios osmdticos.

Los cambios fisicoquimicos provocados por una alteracién de la
osmolaridad del medio externo podrian ser detectados por proteinas,
las cuales estarfan involucradas en los mecanismos de respuesta para
permitir la osmoregulacién del organismo. Para bacterias, dichas
proteinas podrian tener algunas de las siguientes funciones (Csonka,

1991):
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a) baroreceptores, detectando cambios en la presién
hidrostatica.
b) sensores en el espacio peripldsmico que detectarian cambios en la
presién de turgor.
c) receptores o sensores que detectarian cambios en el
estiramiento de la pared celular y de la membrana.

d) quimioreceptores que determinarian las concentraciones internas y
externas de solutos.

4.5.~Inmplicaciones evolutivas.

El hecho de que organismos filogeneticamente distantes entre si
como bacterias, algas unicelulares, plantas vasculares, invertebrados
y vertabrados utilicen sélo un pequefio grupo de osmolitos orgdnicos
como osmoprotectores sugiere una fuerte presién de seleccidén sobre
éstos lo que al parecer se podria interpretar como una evolucién de
tipo convergente (Yancey, et al., 1982). De esta forma, en lugar de
modificar a las proteina a través de cambios en el material genético
que las codifica, resultaria menos costoso el mantener un control
sobre los sistemas que regulan el transporte y produccién de las
moleculas que funcionan como osmoprotectores (Yancey et al., 1982;
Measures, 1975).

S.~ Saccharomyces cerevisiae como modelo de laboratorio.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un eucarionte simple que
posee muchas de las caracteristicas moleculares de las células
eucariéticas superiores lo que la hacen un excelente sistema modelo
para el estudio del estrés producido por sal. Su material genético se
encuentra en el nicleo en la forma de cromatina, Se organiza en 17
cromosomas los cuales poseen un centrémero, dos telomeros y multiples
sitios en los ~cuales se inicia 1la replicacién del &cido
desoxiribonucleico (ADN). Las células de levadura también contienen
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proteinas eucariéticas caracteristicas (histonas, actinas, tubulinas)
asi como también organelos especializados, lo que implica la
compartamentalizacién de moléculas y enzimas. El ciclo de vida
presenta tres tipos de células diferentes; existen dos tipos de
células haploides, designadas células a y células alfa (a); al
fusionarse unas con otras forman un tercer tipo de célula, diplocide
a/a . Por otra parte, el contenido de ADN de levadura es de 9.0 x 10°
daltones, es decir, sélo 4 veces mas que el de la enterobacteria E.
coli (Petes, 1980). Todas estas caracteristicas han contribuido a que
durante los Gltimos 40 afios la levadura haya emergido como un
poderoso modelo para estudios bioquimicos y genéticos de eucariontes.
Lo anterior se pone de manifiesto con el trabajo de Gaxiola vy
colaboradores (1992), quienes aislaron genes halotolerantes de
levadura (que le confieren resistencia a la sal) denominados HALl Y
HAL2 (Gaxiola et al,, 1992; Glidser et al., 1993). HALl parece
codificar para una proteina de membrana que regula el transporte de
potasio. Este gen también estd presente en vegetales superiores como
el maiz. HAL2 presenta similitud con el gen MET22 el cual participa
en la biosintesis de metionina y es requerido para la asimilacién de
fosfato; el producto de HALZ2 también muestra similitud con las
inositol fosfatasas, las cuales son inhibidas por sales (Gldser et
al., 1993).

En levadura, Anderson y colaboradores han aislado el gen KATI,
el cual codifica para una proteina que transporta potasio en
vegetales (Anderson et al., 1992), Por otra parte, la exclusién de
sodio del medio intracelular parece conferir una mayor tolerancia a
un estrés por NaCl tanto en levaduras como en plantas superiores. Lo
anterior se deriva de los trabajos de Haro y colaboradores (1993),
quienes también proponen a Saccharomyces cerevisiae como un modelo
para estudiar los fenémenos de tolerancia a sal en vegetales,



6.- Metabolismo nitrogrenado de levaduras.

Los compuestos nitrogenados que son metabolizados por las
levaduras tienen tres posibles vias:

i) son tomados por las células y son incorporados sin

modificacién alguna; por ejemplo, la incorporacién de

aminodcidos a proteinas.

ii) Pueden ser degradados por las levaduras, liberando el nitrégeno
que contienen, generalmente en forma de amonio, y usarlo para la

sintesis de otros compuestos.

iii) El carbén que se encuentra en los compuestos nitrogenados es
también utilizado por la célula para la sintesis de compuestos
carbonados (Large, 1986).

6.1.-8istemas catabdlicos.

Las rutas del catabolismo del nitrégeno pueden ser divididas con
bagse en sus productos finales ([Fig 1). Los sistemas que degradan
alantoina, urea o asparagina generan amonio como producto final. En
este caso, la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), nicotin adenin
dinucleétido fosfato (NADP) dependiente (EC 1.4.1.2.), es requerida
para convertir al a-cetoglutarato y amonio a glutamato, el cual es
posteriormente el donador principal de nitrégeno en muchas
reacciones biosintéticas (Large, 1986). Otras vias o rutas, como
aquellas en las que se degrada prolina y alanina, generan glutamato
directamente. Estas observaciones enfatizan o ponen de manifiesto el
papel central del amonio y del glutamato como intermediarios en las
reacciones catabélicas y anab6licas en las que participa el nitrégeno
[Fig. 1), (Cooper, 1982; Stewart et al., 1987) asi como los tres
sistemas enzimdticos que los relacionan entre si, como son la

glutamato deshidrogenasa NADP' dependiente (amonio =---> glutamato),

glutamato deshidrogenasa NAD' dependiente (glutamato --->amonio) y
en un pequeflo nimero de levaduras el sistema de glutamino
sintetasa/glutamato sintasa {Large, 1986).
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Como muchos otros organismos, 5. cerevisiae puede utilizar
amonio como unica fuente de nitrégeno. Por lo tanto, todos los
constituyentes de la célula que contienen nitrégeno pueden ser
sintetizados a partir de la degradacién de las principales fuentes de
carbono y amonio. En la utilizacién del amonic éste se incorpora
principalmente como glutamato y glutamina. En el caso de las
bacterias y posiblemente en levadura aproximadamente 88% de todo el
nitrégeno celular es obtenido del glutamato y el 12% es obtenido de
los grupos amida de la glutamina (Magasanik, 1992).

La entrada de amonio a la célula es facilitada por dos o tres
permeasas; como ya se menciono, una vez dentro el amonio puede ser
utilizado como sustrato junto con el a-cetoglutarato y NADPH para
formar glutamato (Magasanik, 1992).

6.2.-Glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.2.) (GDH) .

La glutamato deshidrogenasa (GDH) (EC 1.4.1.2.) ha sido
localizada en la mayoria de los organismos vivos desde
procariontes hasta eucariontes como hongos, vegetales y animales.
Se encuentra ampliamente distribuida en el reino Fungi. En
levaduras la conversién de glutamato a amonio y visceversa es

catalizada por dos glutamato deshidrogenasas; una utiliza NADP' como

cofactor y la otra utiliza NAD' (Magasanik, 1992). Las reacciones
son:

GDH-NADP*
NH, + NADPH + a-cetoglutarato <----- > glutamato + NADP'

+,

GDH-NAD*

glutamato + NAD' <-----> a-cetoglutarato + °

NH, + NADH + W’

Estas reacciones son reversibles y relacionan la biosintesis y

degradacién de compuestos nitrogenados. Observaciones de 1la
actividad de la glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD'

sugieren que en levaduras y célula animales, tiene un papel
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principalmente catalitico ya que la concentracién de NAD' en el
citoplasma es mayor que la concentracion de NADH, por lo que el
equilibrio de 1la reaccién tiende hacia la degradacién del glutamato
(Stewart et al, 1987), Existe también evidencia de que cuando se
coloca a la levadura en un medio con glutamato como fuente de
nitrogeno, los niveles de GDH~NAD' son mas altos que los niveles de
GDH~NADH cuando se crece a S. cerevisiae en un medio con amonio como
fuente de nitrégeno (Miller, 1990), Como se mencioné antes, la
enzima glutamato deshidrogenasa presenta dos isoenzimas con una
afinidad distinta por los aceptores de electrones NAD' y NADP'. La
KM de ambas enzimas para el amonio es alta (10 ~ 50 mM) y se
considera que en levadura la enzima responsable de la
asimilacion de amonio es la glutamato deshidrogenasa
dependiente de NADP' (Miflin y Lea, 1980).

La enzima se localiza en células animales eucariontes en
mitocondria, y en vegetales en el cloroplasto; sin embargo, la
localizacién en «células del vreino Fungi y en especial en
Saccharomyces cerevisiae se presenta principalmente como citosdlica
(Perlman y Mahler, 1970). Es una enzima hexamérica con un peso de
310,000 a 330,000 daltones integrada por lo menos por dos tipos de
subunidades. Cada subunidad tiene un peso aproximado de 53,000
daltones. El pH éptimoc en el que efectla la oxidacién deaminativa
es de 7.6 y para la reaccién de aminacién reductiva el pH éptimo es
de 8.0 (Stewart et al, 1987). En cuanto a los pardmetros cinéticos,
Stewart y colaboradores (1987) observan que los valores de KM
de la glutamato deshidrogenasa de diversos organismos tales como
plantas comestibles, hongos, bacterias y animales tienen valores
muy similares para el a-cetoglutarato, NADH napp’ y NADPH; en
cambio, los valores de K, para el glutamato, el amonio y el NADH
varian en un amplio margen. En Saccharomyces cerevisiae, la K, para

el glutamato es de 10 mM, para el a-cetoglutarato es de 0.95 mM,
para el amonio de 11,0 mM y los valores para el NADP' y el NADPH son
de 0.071 mM y 0.085 mM respectivamente. Las propiedades de
requlacibén alostérica de la glutamato deshidrogenasa de Saccharomyces

pueden ser similares a las de Neurospora . La enzima biosintética es
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la GDH NADP'-dependiente, mientras que la GDH NAD'-dependiente es la
enzima catabdlica. Esta Gltima es inhibida por GTP, GDP y GMP
(Miller y Magasanik, 1990). En la inhibicién por GTP interviene
tambien el ATP por 1lo que sSe propone que esta enzima, al igual
que la de higado bovino, posee dos sitios de unién a coenzimas
para su regulacién (Stewart et al, 1987).

6.3.~ Glutamino sintetasa (EC 6.3.1.2.) (GS).

Siendo la glutamina y el amonio compuestos intermediarios
esenciales en el metabolismo nitrogenado de todos los organismos,
es facil suponer que la enzima glutamino sintetasa (GS) que cataliza
la sintesis del primero se encuentre en todos los niveles desde
procariontes hasta eucariontes y que ademds su actividad no sélo sea
necesaria sino indispensable. Lo anterior se ve apoyado por
resultados de estudios evolutivos en los que se ha encontrado que el
gen que codifica para la glutamino sintetasa es uno de los mas
antiguos (Kumada et al, 1993). La enzima cataliza dos tipos de
reacciones, una de biosintesis y otra de transferencia. En la
reaccién de sintesis convierte al glutamato en glutamina al

incorporar un grupo amonio, empleando ATP (Stewart et al, 1987).

ATP + l-glutamato + NH, ~=~=-=~ > 1l-glutamina + ADP + Pi

La hidroxilamina como sustrato en lugar del amonio produce

y~glutamil hidroxamato:

ATP + 1l-glutamato + NH,OR --> 9g-glutamil hidroxamato + ADP + Pi

En esta reaccién, los valores de KMy Vmax obtenidos con
hidroxilamina son similares a 1los obtenidos con amonio (Stewart
et al, 1987).
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La glutamino sintetasa tambien realiza una reaccién de
transferencia al catalizar la sintesis del y-glutamil hidroxamato a
partir de glutamina e hidroxilamina:

glutamina + NH,OH -===--—=--< > y-glutamil hidroxamato + NH,

La glutamino sintetasa citoplasmica se denomina como GS1 y en
S. cerevisiae el gen que la codifica se denomina GLN1 y se localiza
en el cromosoma 16 (Magasanik, 1992). La proteina tiene una cadena de
370 aminodcidos, con un peso molecular de 42,000 daltones y es
hombéloga a otras glutamino sintetasas. La enzima en forma activa esta
constituida por 10 a 12 subunidades (Magasanik, 1992; Mitchell vy
Mag;sanik, 1983).

7.~ Saccharomyces cerevisiae en condiciones de estrés salino.

En levaduras, esta reportado que al encontrarse éstas en un
medio con una alta concentracién de sales (0.68 M NaCl) o un medio
con potencial hidrico bajo, acumulan polioles a manera de
solutos compatibles. Especificamente, hay acumulacién de glicerol en
la fase logaritmica de <crecimiento y arabinitol en la fase
estacionaria (André et al., 1991; Larsson y Gustafsson, 1987;
Watson, 1970). Sin embargo, todavia no estd claro si ademas de
acumular las moléculas antes mencionadas, son también capaces de
almacenar osmolitos nitrogenados. Es claro que todavia se desconocen
muchos de los factors que participan en la tolerancia al estrés
salino (NaCl) en 1levadura. En general se sabe que es un proceso
complejo que involucra muchos genes, algunos de los cuales
interactuan de manera aditiva (Dvordk et al., 1988). La resistencia a
concentraciones moderadas de NaCl podria depender, por ejemplo, de

genes que codifiquen para sistemas transportadores de K' y Na'. En
este sentido, TRK1 y TRK2 pueden ser genes involucrados en la
relacién K'/Na' (Gaber et al,, 1988; Ko y Gaber, 1991; Ramos et al.,
1990) y las proteinas producto de 1los genes ENA1/ENA2 regulan el
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flujo de Na' (Mendoza et al., 1994)., Asi, también la ATPasa vacuolar
podria tener un papel importante en mantener las concentraciones
adecuadas de Na’(Garciadeblas et al., 1993), También es necesaria una
correcta biogénesis de la vacuola para la osmotolerancia en
Saccharomyces cerevisiae (Latterich y Watson, 1991). Por otra parte,
existen reportes de que wuna protein-cinasa tipo calcineurina
desempefia un papel importante en la tolerancia de levadura a
concentraciones de NaCl de 1.5 M. Este mecanismo involucra la
fosforilacién de proteinas (Mendoza et al., 1994; Nakamura et al.,
1993; Robinson et al., 1992), lo cual es parte del mecanismo de
transduccién de seflales que tiene la levadura para percibir los
cambios en la osmolaridad externa (Maeda et al., 1994; Brewster et
al., 1993). Ademas, Varela y colaboradores (1992) observaron la
sobreexpresién de las proteinas Hspl2 y Hsp26 de choque calérico en
levaduras expuestas a una concentracién 0.7 M de NaCl en el medio

egterno,
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. HIPOTESIS

Concentraciones crecientes de NaCl en el medio de crecimiento de
levaduras provocan cambios en la actividad de las principales enzimas
involucradas en el metabolismo del nitrégeno {glutamato
deshidrogenasa GDH y glutamino sintetasa GS).

Iv. OBJETIVOS

1.~ Determinar si concentraciones crecientes de NaCl en el medio
de cultivo tienen efecto en el metabolismo nitrogenado de

Saccharomyces cerevisiae.

2,- Adaptar a S, cerevisiae a concentraciones crecientes de sal
(NaCl) (0.34 M, 0.68 M y 1 M) y medir el tiempo de generacién como
parémetro indicativo de adaptacién.

3.~ Evaluar cambios en la expresién génica de las levaduras como
respuesta a una condicién de estrés por sal, mediante la comparacidn
de los patrones electroforéticos de proteinas totales de levaduras
control con los de levaduras crecidas en presencia de NaCl {0.34 M,
0.68 My 1 M de NaCl).

4.~ Determinar mediante la actividad enzimdtica de las enzimas
glutamato deshidrogenasa y glutamino sintetasa, si el metabolismo
nitrogenado en levaduras se ve afectado cuando son sometidas a un

estrés gradual con NacCl.
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V. MATERIAL Y METODO

1.~ Material Biolégico.- Se utilizdé S. cerevisiae cepa XT 3000/3a

(a-Ade. 1, 2) la cual se mantiene almacenada en cajas de Petri con
medio YPD sélido a 4° ¢,

2.-Curva de Crecimiento de levaduras control y adaptadas a

concentraciones crecientes de NaCl.

Se colocaron 50 ml de medio YPD (extracto de levadura 10 g/l,
peptona 20 g/l, glucosa 20 g/l1, H,0 1000 ml) en un matrdz con
capacidad de 250 ml, los cuales fueron inoculados con una poblacién
inicial de 1 X 10' células/ml contadas en una camara de Neubauer
(Propper, Lumicyte, EE.UU.A.). Los medios inoculados con levaduras
fueron incubados en un baflo maria "Shaker Bath" (Lab-Line, EE.UU.A.)
con uné agitacién constante de 200 rpm y una temperatura de 30° ¢. El
crecimiento de la poblacién se determiné tomando una alicuota de 20
#l en condiciones estériles y haciendo una dilucién 1:100 con agua
destilada estéril, contando a las células en la cémara de Neubauer.
Se considera el final de la fase logaritmica de crecimiento cuando el
nimero poblacional en el tiempo no presenta ya un incremento vy
permanece constante.

3.~Maptacion de Saccharomyces cerevisiae a concentraciones
_crecientes de NaCl.

Las levaduras se adaptaron en medio YPD adicionado con
concentraciones de NaCl 0.34 M, 0.68 M y 1 M. El procedimiento se
realizé siempre bajo condiciones axénicas. Se partié de una colonia
de de levadura crecida en medio YPD sélido (YPD adicionado con agar,
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209/1), la cual se colocd en 3 ml de medio YPD liquido contenido en
un tubo con tapdén de rosca; se incubd a 30° ¢ durante un periodo de
6 a 8 horas en un incubador microbiolégico (Thermolyne, tipo
41900,EE.UU.A.). Posteriormente las células se mezclaron en un
“Yortex" (Vortex~-genie, Scientific industries inc., EE.UU.A.,), para
disgregar a los grumos y tomar una alicuota de 20 ul diluyendola
(dilucién 1:100 o 1:1000). Se cuentd el nuimero de levaduras en la
camara de Neubauer y se determind la cantidad necesaria para obtener
un indculo con una poblacidén inicial de 1 X 10" células/ml. Después
de un crecimiento de 20 generaciones se considera a S. cerevisiae
como adapatada a la concentracidén de NaCl expuesta. Una vez adaptada,
se siembré una alicuota en una caja de Petri con medio YPD sélido
adicionado con la concentracién de sal correspondiente y se incubé
a 30° C hasta que alcanzaron su crecimiento éptimo; la caja de petri
posteriormente se almacendé a 4° ¢. Las levaduras adaptadas se
resembraron en medio YPD sélido cada 30 dias. La adaptacién de 5.
cerevisiae a una concentracién de NaCl 0.68 M se realizé a partir de
levaduras crecidas en una concentracién de NaCl 0.34 M y la
adaptacidén de levaduras a una concentracidén de NaCl 1 M fué iniciada
a partir de la linea adaptada a una concentracién de NaCl 0.68 M .
Las lineas adaptadas se mantuvieron almacenadas a una temperatura de
4° c.

3.1.~Cosecha de lLevaduras.

Para cosechar S. cerevisiae control y adaptada en fase
logarftmica (1 x 10" células/ml) se transfirieron las células a tubos
Corex (EE.UU.A.) con capacidad de 25 ml. Se centrifugaron a 15900 x g

(10,000 rpm en rotor JS-13 de la centrifuga Beckman J2-21, EE.UU.A.)
durante 10 min a 15° C. Se decanté el sobrenadante y el botdén celular
se traspaso mediante pipeta Pasteur a tubos Eppendorff estériles,
congeléandose el botén a -70° C por un minimo de 30 minutos o hasta

que las levaduras fueran empleadas para la determinacién de la
actividad enzimatica.
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4.-Extracoién de Proteinas

4.1-Extraccién de proteinas para determinar actividad de glutamato
deshidrogenasa (GDH~ NAD') (EC 1.4.1.2)

El botén celular de levaduras se colocd en un tubo Kimax de 100
mm x 14 mm esterilizado, se agregaron 2 ml de una solucién
amortiguadora de extraccién de acuerdo a Joy (1973) (Trizma-base 50
mM, CaCl,*2H,0 1 mM, fi-mercaptoetanol 5 M), se homogeneizé la mezcla
a 4°C con un politrdén (Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel Co.,EE.UU.A.)
a una velocidad de 20,000 rpm durante 10 min; entre cada minuto se
dieron intervalos de 20 seg de inactividad para evitar el
calentamiento de la muestra, El homogenado se transfirié con una
pipeta Pasteur a un tubo Eppendorf y se centrifugé a 14,400 x g
(9;500 rpm rotor JS-13, centrifuga Beckman J2-21, EE.UU.A.) durante
30 minutos a 4° € . El sobrenadante se mantuvo a 4° C y se utilizo
para la determinacién enzimdtica.

4.2-Extraccién de proteinas para cuantificar la mctividad de
glutamino sintetasa (G8) (EC 6.3.1.2).

El proceso es igual al seguido para la extraccién de 1la
glutamato deshidrogenasa excepto gque se empleo una Solucién
amortiguadora de extraccién de acuerdo a Lea, P.J. (1990), la cual
contiene:

Solucidén wvolumen Concentracién

Stock utilizade final
Trizma-base pH 7.8 0.5 M 8,780 ul 50 mM
acido .
etilendiamintetraacetato (EDTA) 0.5 M 20 pl 1 mM
ditrioteitol (DTT) 10 mM 1,000 ul 1 mM
Mgso, 1 M 100 pl 10 mM
glutamato de Sodio 5 mM 100 pl 500mM
volimen total 10,000 ul
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El sobrenadante de la centrifugacién (extracto crudo) se utilizé

para la determinacién enzimatica de la glutamino sintetasa.

5.-Eleatroforésis de proteinas totales en geles de poliacrilamida.

Las proteinas totales de S. cerevisiae se separaron por medio de
una electroforésis en geles unidimensionales de poliacrilamida bajo
condiciones desnaturalizantes, de acuerdo a Laemmli (1970). El gel es
discontinuo y consta de dos tipos de geles: uno concentrador y otro
separador; la concentracién final del gel separador es de 10 %,

Gel separador (10%)

solucidn base de acrilamida (30:0.8)

(acrilamida 30% w/v y bisacrilamida 0.8% w/v) 4.2 ml
solucién amortiguadora 8X Trizma-base 3M pH 8.8 3.1 ml
Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 % 126 upl
persulfato de amonio (APS) al 10 & 150 ul
N, N, N°,N° tetrametilendiamina (TEMED) 10 ul
agua 5 ml

La mezcla se vacio entre dos placas de vidrio de 63 cn’ de

© superficie con una separacién de 1 mm. hasta completar una

superficie de 45 cm? aproximadamente, el espacio restante se lleno
con agua desionizada. Una vez polimerizado el gel, se elimino el agua
y se agrego el gel concentrador, el cual se preparo a una
concentracién final de 5%,

28



Gel concentrador (5%)

solucién base de acrilamida (30:0.8) 850 pul
solucién amortiguadora 4X Trizma-base 0.5 M pH 6.8 1.25 ml
Dodecil sulfato de sodio {SDS) al 10 % 50 ul
persulfato de amonio (APS) al 10 % 75 pl
N, N, N’,N’ tetrametilendiamina (TEMED) 9 ul
agua 2,85 ml

En la parte superior se coloco el peine formador de pocillos, el
cual se retiro al polimerizar el gel. Se monto en una camara de
electroforésis (Bio-Rad, EE.,UU.A.) y s8e agrego la solucién
amortiguadora de corrida  (1X) pH 8.3} la cual se preparo a partir
de 60 ml de una solucién amortiguadora 5X [Trizma-base 9.0 g, glicina
43.2 g, dodecil sulfato de sodio (SDS) 3.0 g, aforando a 600 ml con
agua desionizadal y se llevo a un volumen final de 300 ml con agua
desionizada,

Al extracto crudo de proteinas totales de levadura se les agrego
golucidén amortiquadora de carga 2X (Trizma-base 125 mM pH 6.8,
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 4%, glicerol al 20 &,
f-mercaptoetancl al 10% y azul de bromofenol (2 mg/ml)] en una
proporcién 1:1 (v/v)., Las muestras se hiervieron en baflo maria
durante 5 minutos para posteriormente colocarse en los pocillos con
capacidad de 20 ul con una microjeringa Hamilton (Sigma, EE.UU.A.).
la concentracién de proteina cargada en cada pozo se uniformizé en
base a la cuantificacién obtenida extrapolando en la curva patrén del
método de Bradford (1976).

La cémara 'de electroforésis se conecto a una fuente de poder
(BRL, modelo 250, EE.UU.A.) y se aplicaron 200 voltios hasta que el
colorante indicador llequo al final de la placa de elctroforésis. Una
vez terminada la corrida, el gel se coloco en una solucidn de tincién
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(azul de Coomasie (Sigma, EE.UU.A.)0.125%, metanol 50%, &cido acético
108), se coloco en un incubador "Shaker Bath" (Lab-Line, EE.UU.A,)
durante 30 minutos, para tefir de manera uniforme el gel; el exceso
de colorante del gel se elimino con una solucién destefiidora (metanol
40%, 4&cido acetico 7% y agqgua 53%), hasta que se apreciaron sélo
bandas nitidas; el gel se coloco en una solucién de metanol al 25 8,

para su mantenimiento.

5.1-Deshidratacién y montado de gel de electroforésis en léminas de

ocelofan.

En una charola que contenia solucién para deshidratacién de
geles (glicerol al 3%, A&cido acético al 10%, aforar con agua
desionizada), se coloco una placa de vidrio y sobre ésta se puso una
hoja de celofdn y sobre ésta el gel. Se cubrio el gel con otra hoja
de celofdn; se fijo al vidrio con un marco de plastico el cual se
sujeto a la placa con la ayuda de pinzas prensa-papel tipo. clip
cuidando de que no se formaran burbujas sobre el gel. La
deshidratacién se llevo acabo a temperatura ambiente durante un

periodo de dos a tres dias

6.-Determimacién de las actividades enziméticas

€.1.-Determinacién de la actividad de la glutamato deshidrogenasa (EC
1.4.1.2) (GDH- NAD') de levadura. Reaccién aminativa.

La reaccién se llevé a cabo en cubetas de plastico para
espectrofotémetro con capacidad de 1 ml, las cuales contienen la
mezcla de reaccién reportada por Joy (1973) con los siguientes
reactivos y concentraciones:
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Concentracién volimen

final utilizado

Trizma-base pH 8.2 100 mM 566 ul
a-cetoglutarato 10 mM 166 pul
NH,C1 100 mM 166 pl
adenin nicotinamida dinucleétido

reducido (NADH) 160 mM 33 pl
extracto enzimatlico 66 ul
volumen total 1000 ul

Las cubetas se incubaron a 30° C sin NADH durante 5 min en un
baflo de agua acoplado al espectrofotémetro (Beckman DU~7500,
EE.UU.A.); el NADH 3se agrego para iniciar la reaccién, mezclando por
inversién. Se leyo a 340 nm cada 20 segundos durante 5 minutos
registrandose la disminucién de 1la absorbencia. La reaccién se
realizo por triplicado, la temperatura en el compartimento de 1la
celda del espectrofotémetro se mantuve constante a 30° C mediante el
bafio acoplado. Con los datos obtenidos del espectrofotédmetro se
elaboro una grafica de absorbencia contra tiempo en la que se utilizo
sélo la parte lineal de la reaccién.

La actividad enzimitica de la glutamato deshidrogenasa en su
reaccién aminativa y desaminativa se calculé a partir de la siguiente

expresién
(Abs/min) x v
A= Fervecmmcccnrceaa
ExVxd .
En donde:

Abs/min = cambio en la absorbencia por minuto.
v = volumen final de la mezcla de reaccién (ml).

v = volimen de la preparacién enzimatica utilizada
(extracto crudo en ml),

.
it

coeficiente de extincién molar del NADH a 340 nm
(6.22 cm’/micromol).
d = distancia del paso de luz a través de la celda (1 cm).
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La actividad se expreso como micromoles de NADH transformados
/minuto/mililitro de preparacién enzimadtica. La actividad especifica
se obtuvo dividiendo éste valor por los miligramos de proteina que
contenia 1 ml de la preparacién utilizada.

6.2-Determinacién de la actividad enzimhtica de la
glutamato deshidrogenasa (GDH-NAD') (EC 1.4.1.2) de

levadura. Reaccién desaminativa,

Se modificé la mezcla de reaccién del método utilizado por
Loyola-Vargas y Sanchez de Jiménez (1984) para cuantificar la
actividad desaminativa de glutamato deshidrogenasa la cual contenia:

volumen Concentracién
utilizado final
Trizma-base pH 9.4 700 pul 100 mM
glutamato de sodio 166 pl 60 mM
adenin nicotinamida
dinucleétido (NAD') 66 pul 600 M
extracto crudo 66 ul
volumen total 1,000 ul

La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD*, se incubd a
30° C durante 5 min en celdas de plastico para espectrofotémetro,
iniciandose la reaccién al afadir el NAD'. Se registro el incremento
en la absorbencia a 340 nm cada 20 segundos durante 5 min en el
espectrofotémetro (Beckman DU-7500, EE.UU.A.),
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6€.3-Determinacién de la actividad de la glutamino sintetasa (EC
6.3.1.2) (G8) de levadura.

En la reaccién de sintesis de glutamino sintetasa la
incorporacién de hidroxilamina como sustrato en lugar del amonioc da

como producto y-glutamilhidroxamato. Se realizd una modificacién del

método original de Kanamori y Matsumoto (1972) para obtener un
volimen final de 100 pul; las proporciones y concentraciones

utilizadas fueron:

Solucién  Volumen Molaridad
Stock utilizado final
Trizma-base pH 7.5 0.2 M 16.6 pl 33.2 M
Mgso, 1.0 M 3.3 pl 33 0mM
NH, OH 0.1 M 10.0 pl 10 mM
adenosin trifosfato (ATP) 0.05M 6.6 pl 3.3 mM
cisteina 0.1 M 3.3 pul 3.3 mM
volimen de la mezcla de reaccidén 33,8 ul
extracto con la enzima : 43.6 pl
volimen parcial 83.4 pul
glutamato de Sodio 0.5 M 16.6 pl 83 mM
volimen total 100.0 pl

La reaccién se realizo en tubos Eppendorf con capacidad maxima
de 750 pl y la reacciédn comienzo con la adicién del glutamato para
totalizar un volumen final de 100 ul. Los tubos se mezclaron con ayuda
de un vortex; el blanco tiene todos los componentes y la reaccién se
detiene agregando una solucién de cloruro férrico para considerarla
como el tiempo cero, incubandose con las demds muestras. Se incubo a
37°C durante 30 minutos en un Heat~Block (VWR Scientific, EE.UU.A.).

La formacién de y-glutamilhidroxamato fue determinado por 1la

adicién de 30 pl de una solucién de cloruroc férrico reportada por
0°Neal y Joy (1973).
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Solucién valumen

Stock utilizado
FeCl, (disuelto en HCl1l 0.2 N) 0.36 M 10,0 pl
HC1 0.67 M 10.0 pl
dcido tricloroacético (TCA) 0.20 M 10.0 pl

Esta solucidén para la reaccién y permitié determinar
colorimetricamente el producto formado., Los tubos fueron mezclados
vigorosamente en el vortex, Para eliminar a las sales precipitadas se
centrifugaren durante 1 min en una microfuga (IEC, Micro-MB) . Se
tomaron 70 pl de esta mezcla y se colocaron en una cubeta de cuarzo
para espectrofotémetro (Sigma, EE.UU.A.) con capacidad minima de 50
pl. Se midio la diferencia de absorbencia respecto a cada blanco a
540 nm en un espectrofotémetro (Pharmacia, LKB-Ultrospec III,
EE.UU.A.). La concentracién de <y-glutamilhidroxamato formado fue
determinada extrapolando los valores de absorbencia en una curva
patrén.

6.3.1.-Curva patrén de y—glutamilhidroxamato.

Para determinar la concentracién del producto formado se elaboré
una curva patrén, en la cual la mezcla de reaccién para cuantificar
actividad de glutamino sintetasa fue elaborada con todos los
componentes excepto ATP. Se utilizé una solucién de
v-glutamilhidroxamato (2mg/ml) (Sigma, EE.UU.A.} y 1la solucién
amortiguadora de extracciédn para glutamino sintetasa.

Solucién Concentracién de y-glutamilhidroxamato (ug/ul)
blanco 10 20 30 40 50

mezcla de reaccién {(ul) 56.4 56.4 56.4 56,4 56.4 56.4

y-glutamilhidroxamato (kl) ---- 5 10 15 20 25

Sol. amortiguadora

de extraccidn (ul) 43.6 38.6 33,6 28.6 23.6 18.6

volumen total(ul) 100 100 100 100 100 100
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Se agregaron 30 pl de la solucién de cloruro férrico y se leyo
su absorbencia a 540 nm en el espectrofotometro. Se realizé por
triplicado y con los datos obtenidos se elaboro una regresién lineal,

la cual se grafico para obtener la curva patrén de absorbencia contra

concentracién de y-glutamilhidroxamato.

6.3.2,-Ensayo para determinar la formacién de y-glutamilhidroxamato
en diferentes tiempos de incubacién.

La formacién del producto por 1la actividad de glutamino
sintetasa se determind cada 5 minutos durante 30 minutos con el fin
de saber si la actividad de la enzima era constante a través del
tiempo; a partir de los valores obtenidos, se realizé una grafica de
producto formado contra tiempo.

7.-Cuantificacién de proteina.

Para determinar la concentracién de proteinas totales de los
extractos se realizdé una modificacién al método original de Bradford
(1976), disminuyendo el volumen final en el que se lleva la reaccién.
Los reactivos utilizados en la elaboracién de una curva patrén
fueron:

Trizma-base 50 mM pH 7.8

Reactivo de Bradford. (Bio-Rad, No.Cat.500-0006, EE.UU.A.)

Solucién estandar de albumina bovina (BSA) 1lmg/ml.

Las concentraciones que fueron empleadas se muestran a continuacién:

Blanco
Solucidén estandar

de albumina (lmg/ml) (ul) 2 4 6 8 10 15 20 0

Trizma -base 50 mM (ul) 138 136 134 132 130 125 120 140
Reactivo de Bradford(ul) 60 60 60 60 60 60 60 60
Total en ul 200 200 200 200 200 200 200 200
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Se realizd por triplicado. La mezcla sSe coloco en tubos
Eppen&orf con capacidad de 750 ul, se incubaron por cinco minutos a
temperatura ambiente, leyendo el cambio de absorbencia a 5395 nm en un
espectrofotémetro (Pharmacia, LKB~ UltrospeclIIl, EE.UU.A.); el blanco
se empleo a para calibrar el aparato. Se realizo una regresién lineal
para obtener la curva patrén. Las muestras problema se diluyeron con
Trizma-base 50 mM pH 7.8 en un volUmen final de 140 ul para que los
valores de absorbencia queden dentro de la curva patrén y se
adicionaron 60 ul de reactivo de Bradford para completar un volumen
de 200 ul totales.

8.~ Anélisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron estudiados mediante un analisis
de varianza aleatorio por medio del cual se determindé si los cambios
en la actividad enzimitica eran significativos entre si; la
probabilidad utilizada fue de 0.01 (P < 0.01)., Si el cambio entre los
resultados es significativo se denotara como tal agregando el valor

de la probabilidad empleada (P< 0.01) en el analisis,

36



VL. RESULTADOS
1.- Crecimiento de 8. cerevisiae.

El crecimiento de la poblacién de levadura control y de las
levaduras crecidas en medio YPD adicionado con concentraciones de
NaCl 0.34 M, 0.68 M y 1 M se siguié a través del tiempo. En la Figura
2 se observa que conforme se aumenta la concentracién de sal,
disminuye la velocidad de crecimiento de las levaduras. Después de 13
horas de haberse realizado la inoculacién, el nimero de la poblacién

control es de 6.3 x 10° células/ml y la poblacién crecida con una
concentracién de NaCl 0,34 M alcanza un valor similar de 6.1 x 10°
células/ml. Sin embargo, concentracidénes de NaCl 0.68 M y 1 M
disminuyen dramiticamente el numero poblacional, obteniéndose
valores de 5.2 x10° y 5 x 10' células/ml respectivamente. En la
Figura 3 se aprecia cémo la fase logaritmica de crecimiento de 1las
poblaciones de levaduras crecidas con concentraciones de NaCl 0.68 y
1 M, tiene una duracién de 40 y 50 horas respectivamente,
iniciindose la fase estacionaria a partir de las 60 horas.

1.1.-Tiempo de generacién para cada poblacién.

Una vez establecida la curva de crecimiento para las distintas
poblaciones de levaduras, a partir de ellas se determiné el tiempo
en el gue se duplica el nimero de la poblacién celular, tanto de las
levaduras control como de las adaptadas a concentraciones crecientes

de NacCl,
Levadura Tiempo de generacién
Control 54 min
0.34 M NacCl 87 min
0.68 M NaCl 182 min
1.0 M Nacl 231 min
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Figura 2.- Curva de crecimiento de 5. cerevisiae. Crecimiento de
levaduras en medio YPD 1liquido sin sal y adicionado con
concentraciones de NaCl 0.34 M, 0.68 M y 1 M. El tiempo cero se
inicio con un indculo de 1 x10* células/ml; las levaduras fueron
crecidas a una temperatura de 30° C como se indico en material y
método. (m, levadura control; e, levadura en medic YPD adicionado con
0.34 M NacCl; ¢, levadura en medio YPD adicionado con 0.68 M de NaCl;

v, levadura en medio YPD adicionado con 1 M NacCl).
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Figura 3.~ Curva de crecimiento de $. cerevisiae. Tiempo en el
que se alcanza una fase estacionaria de crecimiento de S. cerevisiae
con NaCl 0.8 M y 1 M comparado contra la poblacién control.
Crecimiento de levaduras en el medic YPD adicionado con diferentes
concentraciones de NaCl. Se partié de poblaciones en las que de
manera progresiva se fue aumentando la concentracién de NaCl., El
nimero de células se calculé conténdolas en una cémara de Neubauer
como se indico en material y método., Los simbolos representan: =,
levadura control; 4, levadura con 0.68 M de NaCl; v, levadura con 1 M

NaCl).
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Para realizar posteriormente la determinacién de las actividades
enzimAticas se utilizaron cultivos con una densidad poblacional
aproximada de 1 x 10’ células/ml. Con el objeto de obtener este nimero
poblacional a un mismo tiempo de cosecha se utilizaron los datos de
duplicacién celular anteriores; para cada una de las diferentes
lineas adaptadas se establecieron diferentes tiempos de incubacidn:
14 horas para las levaduras control y para las crecidas con 0.34 M de
NaCl, en el que el inéculo inicial fue de 1 x 10' células/ml y 2 x 10
células/ml respectivamente. Para las poblaciones de levaduras
crecidas en un medio YPD adicionado con 0.68 M y 1.0 M de NaCl el
tiempo de incubacién fue de 24 horas y se inicié con un nimero
poblacional de 1 x 10° células/ml y 3 x 10° células/ml

respectivamente,

2.- Electroforésis de proteinas totales de 8. cerevisiae.

Los resultados de la separacién de proteinas totales de levadura
control y adaptadas a concentraciones crecientes de sal realizada
mediante electroforésis se muestran en la Pigura 4. Del carril 1 al
carril 4 se utilizaron extractos proteicos obtenidos con las
soluciones de extraccién para la enzima glutamino sintetasa y del
carril 5 al carril 8 se utilizé una solucién de extraccién para la
enzima glutamato deshidrogenasa. En todos los pozos se colocaron
aproximadamente 27 ug de proteina total, excepto en el dltimo carfil
que corresponde a las levadura adaptadas a una concentracién de NaCl
1M en el que la concentracién es de 0.48 ug. Se observa que una
banda con un peso molecular aproximado de 32.6 kDa disminuye su
intensidad en las poblaciones celulares tratadas con sal. El andlisis
del patrén electréforético se puede apreciar mejor en la Figura 5, en
la que la concentracién de proteina colocada en cada carril es
similar al gel anterior(27 pug) y en el Ultimo carril la concentracién
cargada fue de 0.72 ug. Este gel presenta una mejor resolucién de las
proteinas de levaduras crecidas con Nacl 0.34 M y 1 M. Analizando las
diferencias en la intensidad de tefliido de las bandas de proteinas de
la poblacién de levaduras control contra las tratadas con sal en los
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dos geles (Figuras 4 y 5) se tiene la siguiente comparacidén de

comportamiento: .

Peso molecular Comportamiento

(kba)

63 Presente en levaduras crecidas con NaCl 1 M (Fig. 5).

53.6 Se observa en células crecidas con NaCl 0.68 M
(fig.4) y crecidas con NaCl 1 M (Fig. 5).

45 Presente en la poblacién de levaduras crecidas con
NaCl 0.68 M (Fig 4).

41.5 Se observa en células crecidas con NaCl 1 M (Fig. 5).

32.6 Disminuye su intensidad en la poblacién celular
crecida bajo concentracién de 0,34 M NaCl (Fig 4).

29 Presente en levaduras adaptadas a NaCl 0.34 M
(Figs. 4 y 5) y 1M (Fig. 5)

26 Se observa en la poblacién con NaCl 0.34 M (Fig.4).

Este andlisis confirma que ciertas proteinas son sintetizadas
preferencialmente durante una situacién estresante mientras que
algunas otras se sintetizan en menor cantidad ¢ dejan de
sintetizarse (Ashburner y Bonner, 1979).

Por otra parte, dado que una de las respuestas més evidentes de
S. cerevisiae ante una situacién de estrés por sal es la de acumular
glicerol como un osmolito protector (Watson, 1970; Brown, 1972;
Larsson, 1987; André, 1991; Olz, 1993), resulta razonable suponer que
algunas de las actividades enzimiticas relacionadas con su sintesis
podrian verse afectadas, El glicerol es sintetizado preferencialmente
a partir de gliceraldehido 3-fosfato, compuesto gue puede provenir a
su vez de glucosa o piruvato-oxaloacetato (Adler, 1985). Ya que estas
dos ultimas moléculas pueden originarse a partir de compuestos

nitrogenados
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Figura 4.-Proteinas totales de S, cerevisiae control vy
adaptadas a concentraciones crecientes de NaCl separadas mediante
electroforésis en condiciones desnaturalizantes. A la izquierda
se localizan los marcadores de peso molecular., Se cargaron
aproximadamete 27 pg de proteina. Los cuatro primeros carriles
corresponden a protefinas obtenidas con solucién de extraccidn
para la enzima glutamino sintetasa (GS); carril 1.- levaduras
control; 2.- levaduras adaptadas a NaCl 0.34 M; 3.- levaduras
adaptadas a NaCl 0.68 M; 4.- levaduras adaptadas a NaCl 1 M. Los
carriles 5 al 8 presentan el mismo orden de los carriles 1 al 4
excepto que las proteinas fueron obtenidas empleando la solucidén
de extraccidn para glutamato deshidrogenasa (GDH).
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Figura 5.-Separacién de proteinas totales de S. cerevigiae
obtenidas y tratadas de iqual forma que en la Figura 4, excepto
que en el carril 8 la concentracién de proteina fue de 0.72 pg.
Carril 1l.- levaduras control; 2.- levaduras con NaCl 0.34 M; 3.-
levaduras con NaCl 0.68 M; 4.- levaduras adaptadas a NaCl 1 M;
carril 5.- levaduras control; 6.- levaduras con NaCl 0.34 M; 7.-
levaduras con NacCl 0.68 M; B.- levaduras adaptadas a NacCl 1 M.
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que en muchos otros organismos participan en la respuesta al estrés
por la sal, se decidio investigar si esta situacién también podria
estar afectando la actividad de dos enzimas criticas del metabolismo
nitrogenado de levadura como la glutamato deshidrogenasa y la

glutamino sintetasa.

3.~ Daterminaciones enziméticas.

3.1.~ Actividad de la glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.2.) de 8.
cerevigsiae. Reaccién aminativa.

La actividad aminativa de la glutamato deshidrogenasa (EC
1.4.1.2.) de S. cerevisiae crecida tanto en medio YPD liquido sin
sal como en medio adicionado con NaCl a concentraciénes finales de
0,34 M, 0.668 M y 1 M se muestra en la Figura 6, en la que se observa
que la actividad de la enzima de levaduras control tiene un valor de
1.34 gmolas/min/mg proteina mientras que levaduras crecidas con una
concentracién de NaCl 0.34 M presentan un incremento de dicha
actividad respecto del control. Sin embargo, la actividad de la
" glutamato deshidrogenasa en células crecidas a una concentracién
de NaCl 0.68 M muestra una disminucién con respecto a la poblacién
anterior misma que se acentia en las levaduras adaptadas a una

concentracién de NaCl 1 M.

3.2.- Actividad de la glutamato deshidrogenasa (EC 1.4.1.2.) de 8.
cerevisiae. Reaccién desaminativa.

S. cerevisiae tiene dos tipos de glutamato deshidrogensa; una
dependiente de NAD' y otra de NADP' (Doherty, 1970). En condiciones
normales de crecimiento, la concentracién interna de NAD' en el
citoplasma es mayor que la de NADH, por lo que la reaccién
desaminativa, en la cual se degrada el glutamato, es favorecida sobre
la reaccién aminativa (Miller y Magasanik, 1990). Esto se puede
apreciar en la Figura 7 en la que el valor de. la actividad

desaminativa de la glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD' en
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levaduras control es de 3.4 umolas/min/mg proteina. Los valores
obtenidos para levaduras crecidas en medio YPD con una concentracién
de NaCl 0.34 M disminuyeron de manera no significativa respecto de
los valores control. Para levaduras crecidas con una concentracién
de NaCl 0.68 M el valor obtenido es similar al control. Sin embargo,
se registro un incremento significativo (P < 0.01) en la actividad
de glutamato deshidrogenasa para S5, cerevisiae en medio YPD con una
concentracién de NaCl 1M; este incremento alcanzo un valor dos veces
mayor que el obtenido con el control.

254

u molas / min / mg proteina

C 0.4 M 068 M 1M
NaCl

Figura 6.- Actividad aminativa de la glutamato deshidrogenasa de
S. cerevisiae. La concentracién de NaCl hace referencia a la
concentracién final en el medio YPD en el que se crecieron las
levaduras. Cada una de las barras graficadas representa el promedio

de por lo menos 4 experimentos diferentes realizados por triplicado.
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1 molas / min / mg proteina

NaCl

Figura 7.~ Actividad desaminativa de la glutamato deshidrogenasa
de 5. cerevisiae., La actividad se determin6é a partir de extractos de
proteinas totales obtenidos de levaduras crecidas o adaptadas en
medio YPD con una concentracién final de NaCl como se indica en la
figura. Los valores obtenidos fueron de por lo menos cuatro
experimentos diferentes realizados cada uno por triplicado. La
diferencia entre 1la actividad del control y 1la de 1las células

adaptadas a 1 M de NaCl es estadisticamente significativa (P < 0.01).
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La reaccioén desaminativa {(glutamato ——> amonio +
a-cetoglutarato) de la glutamato deshidrogenasa se vio favorecida
sobre la reaccidén aminativa (a~cetoglutarato + amonio ---> glutamato)
como se mencioné anteriormente, Al calcular la relacién existente
entre los resultados obtenidos de estas dos reacciones se obtuvieron

los siguientes valores para cada una de las poblaciones estudiadas:

Poblacién
Control 0.34M NaCl |0.68 M NaCl |1 M NaCl
Relacidn
reacciénes :
desaminativa 2,61 1.25 2.36 6.88
aminativa

Estos datos muestran que existe un incremento en la relacién de
las actividades de la enzima para la poblacién crecida con NaCl 1M
éste incremento es de casi tres veces respecto a la poblacién
control.

3.3.~ Actividad de la glutamino sintetasa (EC 6.3.1.2.) de 8.
cerevisiae,

El glutamato puede ser metabolizado por las enzimas glutamato
deshidrogenasa (EC 1.4.1.2.) y glutamino sintetasa (EC 6.3.1.2.);
ésta Ultima cataliza la amidacién del glutamato de acuerdo a la
siguiente reaccién:

“l-glutamato + NH, + ATP <----- > l-glutamina + ADP + Pi

Si se sustituye en la reaccién el amonio por hidroxilamina se
forma fy-glutamilhidroxamato (Kanamori y Matsumoto, 1972). Empleando
esta sustitucién, se cuantificé la actividad de sintesis de 1la
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glutamino sintetasa de 5. cerevisiae crecida en medio YPD sin NaCl y
con concentraciones crecientes de ésta sal.

3.3.1,- Determinacién de la cantidad de producto formado.

El y-glutamilhidroxamato formado por la actividad de la
glutamino sintetasa es seguido de manera colorimétrica a 540 nm. Para
determinar la concentracién de producto formade se realizd una curva
patrén con y-glutamilhidroxamato comercial, el cual se agregdé a la
mezcla de reaccidén conteniendo todos los reactivos excepto ATP. La
Figura 8 muestra una curva patrén tipica wutilizada en la
determinacién de la actividad enzimitica.

3.3.2.- Formacién de producto a través del tiempo.

Para corroborar lo apropiado del tiempo de incubacién reportado
por otros autores {Mitchell y Magasanik, 1983) se siquié el curso de
la formacién de producto contra tiempo de incubacién en el extracto
enzimatico. La Figura 9 muestra cémo el producto formado mantiene una
relacién directamente proporcional al tiempo de incubacién por lo que
en los experimentos definitivos se decidié sequir el curso de la

reaccién durante 30 minutos.

3.3.3.- Cuantificacién de proteina.

Para determinar la actividad enzimatica especifica de la
glutamino sintetasa y de la glutamato deshidrogenasa se requirié
conocer la cantidad de proteina total contenida en los extractos de
levadura. Esto se determindé mediante unpa modificacién del método de
Bradford {1976). Los valores de absorbencia obtenidos a 595 nm fueron
comparados contra una curva patrén como la de la Figura 10, en la que
se utilizé albimina bovina a concentraciones conocidas. Se realizé
una regresién lineal con los datos obtenidos para utilizarse como
curva patrén y asi poder extrapolar los valores de absorbencia de los

extractos enzimaticos.
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Figura 8.- Curva patrén de fy-glutamilhidroxamato. Se utilizé
y-glutamilhidroxamato de una solucién a una concentracién de 2mg/ml.
La mezcla de reaccidén contenia todos los reactivos excepto ATP. Se
utilizé solucibén amortiguadora de extraccién en lugar de extracto
enzimdtico. La linea que se encuentra uniendo § representa los datos
obtenidos con su respectiva desviacién estandar; la linea con *
representa el analisis de regresién lineal que se obtuvo a partir de
los mismos datos graficados.
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Figura 9.~ Formacién de 7y-glutamilhidroxamato en funcidén del
tiempo. Extractos totales de S. cerevisiae control fueron incubados a
30 ° C deteniendose la reaccién de mezclas independientes cada 5
minutos. Se grafica la absorbencia obtenida a 540 nm. @ representa a
los datos obtenidos; * representa el analisis de regresidén lineal.
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Figura 10.- Curva patrén de proteina (seroalbiimina bovina). La
cuantificacién de proteina se realizé utilizando el método de
Bradford (1976), midiendo la absorbencia en un espectrofotémetro a
595 nm. Se utilizd una solucién stock a una concentracién de 1 mg/ml
de albimina bovina. Cada simbolo @ representa el promedio de tres
lecturas y la desviacién estandar entre ellos y el simbolo * el

analis de regresién lineal de los mismos.

3.3.4.-Actividad de la glutamino sintetasa (EC 6.3.1.2.) de 8.
cerevisiae control y adaptadas a concentraciones crecientes
de NaCl.

La actividad de la enzima glutamino sintetasa de S. cerevisiae
control y adaptada a concentraciones crecientes de NaCl se muestra en
la Fiqura 11. Los valores corresponden al producto formado durante un
tiempo de incubacién de 30 minutos. Para las concentraciones de 0.34
M y 0.68 M de NaCl se observa un incremento proporcional de la
actividad respecto a la concentracién de sal. Sin embargo, las
levaduras crecidas con una concentracién de NaCl 1 M presentan un
cambio en la actividad, al disminuir esta con respecto a la
poblacién de levaduras adaptadas a NaCl 0.68 M.
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Figura 11l.-Actividad de la glutamino sintetasa de S. cerevisiae,
Se midié la actividad de sintesis de la enzima la cual se expreso
come nmolas de ¢y-glutamilhidroxamato formado por miligramo de
proteina por minuto. Se graficaron los valores obtenidos de por lo
menos cuatro experimentos independientes realizados cada uno por
triplicado.
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VII. DISCUSION

Concentraciones crecientes de NaCl en el medio de cultive de S,
cerevisiae disminuyen su velocidad de crecimiento, alteran el patrén
electroforético de proteinas totales y modifican la actividad de las

enzimas glutamato deshidrogenasa y glutamino sintetasa.

El incremento en la concentracién de cloruro de sodio afecta de
manera directa parametros de crecimiento de las levaduras como son el
aumento en el tiempo de duplicacién y por ende la duracién de la fase
logaritmica de crecimiento. Las levaduras con una concentracién de
NaCl 0.34 M presentaron un crecimiento similar al de las levaduras
control. 8in embargo, en las levaduras crecidas en un medio con una
concentracién final de NaCl 1 M su tiempo de duplicacién aumenta 4
veces con respecto al control como se muestra en la figura 3. Esta
disminucién en la velocidad del crecimiento podria deberse a que la
sal es un agente estresante por lo que las células, al canalizar su
metabolismo hacia el manejo de esta situacién, probablemente reducen
los recursos destinados para el crecimiento (Watson, 1970; O0lz,
1993).,

El estudio del patrén electroforético de proteinas de S.
cerevisiae control comparado contra las poblaciones crecidas bajo
concentraciones crecientes de sal muestra varias diferencias. Estas
aparecen fundamentalmente como bandas de proteinas con un peso
molecular relativo de 26, 29, 41.5, 45, 53.6 y 63 kDa. Este grupo de
proteinas, a excepcién de las proteinas con peso aproximado de 41.5 y
53.6 kbDa, concuerda con lo reportado por Varela y colaboradores
(1992) quien estudic a S. cerevisiae bajo una concentracion de Nacl
0.7 M,

Es intertesante hacer notar que la banda proteica que se observa
con un peso molecular aproximado de 63 kDa, podria pertenecer a la
familia de proteinas de choque calorico Hsp60 de levaduras, las
cuales muestran una homologia con la proteina groEL de E. coli (Mager
y Ferreira, 1993). Se sabe que la sintesis de las proteinas de
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estrés se presenta como respuesta a una amplia variedad de
situaciones adversas, es decir, no son el producto de un solo tipo de
agente estresante que pueda provocar dafio celular (Hightower, 1991).
Una de las funciones de la familia Hsp60 en levadura es la de
facilitar el ensamble posterijor a su traduccién de polipéptidos y
proteinas que se importan a la mitocondria (Mager y Ferreira, 1993).
Esta familia de proteinas tiene asociada una actividad de hidrélisis
de ATP. Bajo condiciones de estrés por NaCl, 5. cerevisiae también
presenta un incremento en el recambio de ATP lo gual es reportado por
Watson en 1970 y Larsson y Gustafsson en 1987. La energia metabdlica
de la célula podria ser canalizada, entre otros eventos, hacia un

aumento en la actividad de bombas de tipo idénico como la que promueve

la salida de Na' (81z, 1993).

La banda proteica de aproximadamente 26 kDa que se observa en
los geles de electroforésis podria corresponder a la reportada como
una familia de proteinas de choque calérico en levaduras (Hsp 26) las
cuales tiene la habilidad de formar estructuras poliméricas
denominadas granulos de choque calérico (HSGs, heat shock granules)
los que se acumulan en la regién perinuclear de la célula (Tuite et
al., 1990). También se ha observado la expresién de las proteinas de
26 kDa durante la fase estacionaria de crecimiento de levaduras
(Kurtz et al., 1986).

Por otra parte, se sabe que en situaciones de estrés no solo se
sintetizan preferencialmente algunos grupos de proteinas, sino que
también dejan de sintetizarse otros {Ashburner y Bonner, 1979). En el
presente estudic se observa que una banda protefica con un peso
aproximado de 32 kDa disminuye su intensidad en las poblaciones
tratadas con sal; en este sentido, no se tiene referencia sobre 1la
disminucién de algun tipo de familia proteica de levadura bajo una
situacién de estrés, ya que la mayoria de los reportes hacen
referencia sbélo al incremento en la sintesis de proteinas (Mager y

Ferreira, 1993).
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En base a lo anterior podemos decir que 3, cerevisiae expuesta a
concentraciones crecientes de NaCl presenta cambios en su expresién
génica, lo cual se refleja como patrones proteicos diferentes entre
la poblacién control y las crecidas en un medio adicionado con sal,

Por lo que respecta al estudio de la actividad de enzimas
criticas del metabollsmo nitrogenado, la actlividad aminativa de la
glutamato deshidrogenasa de levaduras crecidas bajo concentraciones
de NaCl 0.34 M muestra un incremento, mientra que las crecidas con
NaCl 0.68 M y 1 M tienen una actividad similar a las levaduras
control., El incremento dé actividad en las levaduras en presencia de
NaCl 0.34 M podria deberse a un cambio en la concentracién interna de
NADH y NH, lo cual favoreceria la incorporcién de amonio a la molécula
de glutamato. Lo anterior se podria comprobar midiendo los niveles de
amonio interno a esta concentracién de sal.

La reaccién desaminativa de la glutamato deshidrogenasa
dependiente de NAD presenta una ligera disminucién en la actividad de
las células crecidas con concentraciones de NaCl 0.34 M y 0.68 M, Sin
embargo, a mayor concentracién de NaCl (1 M) se presenta un cambio
significativo en la actividad, la cual es mas de dos veces la del
control (p < 0.01). La glutamato deshidrogenasa en su reaccidn
desaminativa tiene un papel preponderadamente catabélico al desaminar
al glutamato para producir amonio y a-cetoglutarato. Este Gltimo
podria ser utilizado como fuente de carbén por las levaduras ya que
es un intermediario en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y al
aumentar. su concentracién se podria favorecer la produccién de
glicerol(Yagi et al., 1992). Como ya se mencliondé en la introduccién,
se sabe que el glicerol es uno de los principales osmoprotectores
sintetizados por la levadura durante el estrés por sal(Varela, 1992;
Larsson, 1987; André, 1991; 01z, 1993). Por lo tanto, es claro que
durante esta situacién se requerirdn mayores cantidades de sus
precursores. Ello podria ocurrir a partir del a-cetoglutarato el
cual, al ingresar al ciclo de 1los &cidos tricarboxillicos seria
transformade hasta oxaloacetato. Este compuesto, a su vez, puede ser

convertido en fosfoenolpiruvato el cual puede ser utilizado para la
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sintesis de gliceraldehido~3~fogfato vy, finalmente, glicerol
(Jennings, 1984). A este respecto resulta interesante sefialar que en
otros organismo como E. coli se ha observado que la poza intracelular
de aminodcidos esti constituida por un 80% de glutamato y un 8 a 10 &
de glutamina (Bastarrachea et al.,, 1993) lo cual podria significar
uha elevada concentracién de una molécula potencialmente precursora
del glicerol. Algo andlogo podria estar ocurriendo en la levadura en
la que se ha reportado que la concentracién citopldsmica de glutamato
corresponde al 73% del total de los aminoAcidos citosélicos
(Zacharski y Cooper, 1978); por otra parte Miller y Magasanik (1990)
ponen de manifiesto la importancia del glutamato y la glutamina en S.
cerevisiae en donde el 85% del nitrégeno usado para la sintesis de
aminodcidos proviene del glutamato. La glutamina aporta el 15% del
nitrégeno restante y es también utilizada para la sintesis de
purinas y pirimidinas (Miller y Magasanik, 1990). Este grupo de
investigadores también proponen que el producto del gen GIN3, el cual
es la enzima glutamato deshidrogenasa, es un punto en el que converge
el metabolismo nitrogenado y parte del metabolismo del carbono
(Coschigano et al., 1991). La figura 12 muestra de manera general las
enzimas involucradas directamente en el metabolismo del glicerol en
hongos y especialmente en levaduras (Adler, 1985) en donde se
aprecia la etapa final de su biosintesis.

De cualquier manera, el estudio del metabolismo de los polioles
en levaduras es tambien escaso y sélo se ha confinado a algunos
aspectos (Jennings, 1984) por lo que se desconoce cual es el
mecanismo exacto involucrado desde el ciclo de los A&cidos
tricarboxilicos hasta la produccién de glicerol en las levaduras
sometidas a un estrés por NaCl (Yagi et al., 1992). En el presente
estudio la actividad de la glutamato deshidrogenasa en su reaccién
desaminativa de levaduras crecidas con NaCl 1M pareceria favorecer el
mecanismo propuesto lineas arriba.

La glutamino sintetasa de levaduras no presentdé cambios
significativos en su capacidad catalitica bajo las concentraciones de

NaCl estudiadas (0.34 M, 0.68 M y 1 M). Probablemente, la actividad
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de la enzima se mantiene estable debido a la presencia de rutas
colaterales que mantienen constante la poza de glutamato, como es el
caso de transaminasas que incorporan el nitrégeno de aminodcidos como
la lisina, Acido aspartico y la alanina a ésta molécula (Large,
1986) .

Al analizar el comportamiento de la glutamino sintetasa de
levaduras crecidas con una concentracién de NaCl 0.34 M se presento
un ligero incremento en su actividad. Por otra parte, para la misma
poblacién celular se presento un aumento en la actividad de la enzima
glutamato deshidrogenasa en su actividad aminativa. En este sentido,

ambas enzimas parecen estar catalizando la incorporacién de una

molécula de amonio ya sea al glutamato o al a-cetoglutarato.

Como conclusién, puede mencionarse que aun cuande levadura no
parece sintetizar osmolitos nitrogenados cuando es sometida a estrés
por sal, se observaron cambios en las actividades de dos enzimas muy
importantes en el metabolismo nitrogenado de las células. Una de
dichas actividades, la reaccién desaminativa catalizada por la
glutamato deshidrogenasa, sufrid una alteracién claramente
significativa, Ello podria estar relacionado con la sintesis
aumentada del glicerol por parte de S. cerevisiae durante el estrés
por sal. Asimismo, sSe observé la aparicién de dos bandas proteicas
correpondientes a un peso molecular calculado de 41,5 y 53.6 kDa que
no habian sido reportadas hasta el momento.
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