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CiH4Na,O4 Tartrato de sodio.

EDTA Acido etilendiaminotetraacético.
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L-metionina [*>S ] Metionina marcada con el isétopo radioactivo azufre 35.
MES Acido 2-N-morfolino-etanosulfonico.
Na;COj; Carbonato de sodio.

NaCl Cloruro de sodio.

NaOH Hidroxido de sodio.

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
TEA Trictanolamina.

TCA Acido tricloroacético.
TRIS-Hidroximetil aminometano.

SDS Dodecil sulfato de sodio.

SC Medio minimo sintético con base nitrogenada, vitaminas y sales inorganicas, sin

histidina, metionina y triptéfano.
YPD Medio de cultivo con extracto de levadura, peptona y glucosa.
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YPM Medio de cultivo con extracto de levadura, peptona y maltosa.
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RESUMEN.

La habilidad de osmo-regular protege a los organismos contra fluctuaciones en la
osmolaridad del medio exterior. Por medio de ésta habilidad los organismos controlan su
volumen celular y la composicién de sus fluidos internos. Los trabajos sobre la respuesta de
osmo-regulacién en la levadura halotolerante Debaryomyces hansenii, incluyen la
determinacién de cambios en los parametros de crecimiento como: la velocidad especifica
de crecimiento (fmar), €l tiempo de duplicacién (1), la biomasa, etc., y en el transporte de
iones. Los efectos celulares han sido cuantificados por cambios en la velocidad de
respiracién y fermentacién, en el valor de pH interno y externo, en la concentracién de
ATP, en la acumulacién de compuestos compatibles como el glicero! y por medio de la
determinaci6n de proteinas asociadas a la respuesta de osmo-regulacién. El presente trabajo
evalia los efectos de estrés salino, térmico y osmético en la levadura halotolerante D.
hansenii (cepa Y7426), a través de los cambios en la expresion de proteinas empleando la
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS de una dimensién y el anilisis de
densitometria. Mediante varios experimentos se determinaron los valores de timar Y fa, aSi
como: las condiciones de los tratamientos de choque salino, térmico y de un estrés salino u
osmoético constantes; de la extraccién de proteinas y de un fraccionamiento celular de las
proteinas que potencialmente varian en respuesta a un cambio salino u osmdtico. Las
condiciones de los tratamientos incluyeron la exposicion de D. hansenii a un choque salino
en el medio YPD y YPD con NaCl 1 M, a un choque térmico a 35 °C por 45 minutos, a un
efecto combinado del choque salino y térmico, y a un estrés salino u osmético constantes en
el medio YPM y YPM con NaCl, KCl o sorbitol 2 M respectivamente. En todas las
condiciones de estrés salino se observé el aumento de dos bandas de proteina de 39 y 40
kDa; asociadas a la membrana plasmatica, que pueden ser consideradas como proteinas de
respuesta especifica al estrés salino. En presencia del choque térmico aumentd
especificamente la expresion de una banda de 78 kDa, que se considera como una respuesta
exclusiva a un choque térmico. En presencia del choque salino o térmico y del estrés salino
constante, se observé el aumento en la expresién de dos bandas de proteina de 54 y 55 kDa,
asociadas a la fraccién de proteinas del citoplasma; éstas pueden ser consideradas como
proteinas de respuesta general al estrés salino y térmico. En las condiciones de estrés salino
y osmético constantes se observé el aumento de dos bandas de 72 y 73 kDa, asociadas a las
proteinas de las mitocondrias, éstas se consideran como proteinas de respuesta general al
estrés osmoético. S6lo en presencia de estrés salino constante con K* y Na', aumentaron dos
bandas de 85 y 93 kDa respectivamente, ambas se encontraron en la fraccién de proteinas
del citoplasma y podrian ser consideradas como proteinas de respuesta especifica al estrés
iénico. En presencia de sorbitol aument6 una banda de 119 kDa, que fue enriquecida en la
fraccién de las proteinas de las mitocondrias muy probablemente es una proteina de
respuesta especifica al estrés osmodtico. En presencia de choque y de estrés salino y de
estrés osmoético aumentaron dos bandas de 46 y 47 kDa, encontradas en la fraccién de las
proteinas de la membrana plasmatica, éstas podrian estar asociadas a sistemas de transporte
de iones o compuestos organicos en condiciones de estrés osmético general. En lo relativo
a la disminucidn en la expresién de las bandas de proteina en el tratamiento con choque
térmico se observo la disminucién de una banda de proteina de 57 kDa, que podria ser
considerada como una proteina termo-responsiva. En los tratamientos de estrés salino u
osmético constante disminuy6 la expresién de dos bandas de proteina de 109 y 110 kDa,




asociadas a la fraccién de las proteinas de las mitocondrias, ésta disminucién se considera
como una respuesta general a cualquier tipo de estrés osmético. En presencia del estrés
salino y osmético aumentd la expresién de dos bandas de proteina de 66 y 67 kDa,
asociadas a la membrana plasmatica y al citoplasma, respectivamente. Estas proteinas
podrian tener un papel especifico en condiciones de un estrés salino y osmético. En los
tratamientos del choque salino y de estrés salino u osmdtico constantes disminuyé la
expresién de dos bandas de proteina de 43 y 81 kDa, lo cual sugiere una respuesta general a
diversas condiciones de estrés osmético. Las bandas de 112, 114 y 117 kDa que
disminuyeron en presencia de estrés salino u osmdtico constantes, en la fracciéon de
proteinas del citoplasma podrian ser enzimas que participan en el metabolismo de la
glucosa. La levadura halotolerante D. hansenii tiene una respuesta especifica para cada tipo
de estrés; el grupo de proteinas que responden a la variacién de salinidad es diferente al
grupo que se expresa al cambio térmico u osmético no salino.




1. INTRODUCCION.

La osmo-regulacién en el medio marino. En cualquier sistema natural, la variacin de
los factores ambientales rige la distribucion espacio-temporal de los organismos. En este
contexto, el agua de mar ocednica es un medio que presenta variaciones moderadas. Sin
embargo, el agua marina en las zonas costeras presenta fluctuaciones de salinidad,
contenido de oxigeno, carbonatos, elementos traza y otros, como consecuencia de procesos
de evaporacién y el aporte de agna dulce continental. Una de las adaptaciones fisiologicas
que presentan los organismos que viven en estas zonas es la osmo-regulacidn, que se define
como la habilidad de las células para ajustar su contenido intracelular de solutos cuando se
presenta una variacién externa en la concentracién de los solutos del medio (Csonka, 1989;
Blomberg y Adler, 1992).

El agua de mar caracterizada por la presencia de sales, tiene una composicién quimica
en la que sobresalen los iones de Na” y CI', que representan el 85 por ciento en peso de la
salinidad del agua de mar. La presencia elevada de estos dos iones es tdxica para cualquier
organismo si se considera que en el caso del sodio el margen promedio de valores
fisiolégicos es de 50 a 150 mM (Serrano, 1996). La diferencia entre la concentracién de
sodio interna y la del medio provocaria una salida masiva de agua de la célula, que podria
llegar a la plasmdlisis. Sin embargo, los organismos marinos han logrado adaptarse a la
salinidad del agua de mar. En algunos ambientes marinos también pueden ocurrir
variaciones extremas, lo que limita ain maés la distribucién espacio temporal de los
organismos, siendo pocos los que logran persistir en estos ambientes. Es precisamente en
éstos ambientes donde la presencia de organismos despierta el interés en el estudio de la
osmo-regulacién, ya que la concentracion elevada de NaCl ambiental es el factor
fisicoquimico que selecciona competidores exitosos.

La osmo-regulacién juega un papel muy importante en el ciclo de vida de muchos
organismos marinos. Por ejemplo el cangrejo azul Callinectes sapidus, que se mueve desde
el mar hasta un medio esencialmente de agua dulce, debe mantener las concentraciones de
iones en su sangre (hemolinfa) y la osmolaridad constantes (organismo osmo-regulador) y
evitar una entrada o salida masiva de agua y solutos. Por €l contrario, algunas especies de
esturiones que viven en agua dulce y que ocasionalmente migran hacia agua salobre para

alimentarse, no tienen mecanismos de osmo-regulacién que les permitan mantener la




osmolaridad de su sangre constante durante el cambio de salinidad (organismo osmo-
conformador) (Krayushkina, 1998). Mientras que en medios con variaciones extremas de
salinidad como el artico, los organismos que ahi sobreviven deben osmo-regular la
concentracién de solutos internos para tolerar la deshidratacién (la disminucion de
temperatura favorece la formacién de hiclo. La formacién de hielo produce un aumento en
la concentracién de sales del agna de mar sin congelar y para evitar la salida de agua
intracelular, los organismos aumentan la concentracién de solutos internos), la salinidad
elevada y las temperaturas bajas.

Las algas marinas no realizan migraciones entre ambientes de diferente salinidad pero
pueden estar expuestas a variaciones de salinidad, como sucede en las pozas de inter-marea,
donde el flujo y reflujo del agua de mar debido al efecto de la marea producen zonas de
inundacion y desecacién ciclicas. En este tipo de ambientes la osmo-regulacion tiene un
papel importante en la sobrevivencia de las algas marinas; por ejemplo, Ulva lactuca
mantiene su contenido i6nico casi constante durante las fluctuaciones de salinidad producto
del efecto de la marea y Porphyra umbicalis, detiene su crecimiento para mantener un
ajuste osmético en condiciones de salinidad elevada (Kirst, 1990). Por otra parte, en las
lagunas marinas, salinas y el Mar Muerto, representativas de condiciones extremas de
salinidad, algas como Dunalliela salina mantienen un equilibrio osmdtico en estas
condiciones gracias a la acumulacién de glicerol (Avron, 1986).

En el transcurso de la evolucidn, cuando los organismos marinos colonizaron los
habitats de agua dulce, uno de los principales problemas a los que se enfrentaron fue el
cambio de salinidad, que resolvieron mediante adaptaciones fisiolégicas como la osmo-
regulacién, que les permitio vivir en agua dulce y en tierra. La colonizacién exitosa de las
aguas dulces involucré un cambio gradual a cuticulas menos permeables y la restriccion de
membranas semipermeables; los Srganos de excrecién adquirieron la capacidad de formar
orina y aparecieron células especializadas en concentrar los iones en un medio hipo-
osmético. Las adaptaciones para sobrevivir en tierra incluyeron cubiertas corporales que
previenen la pérdida de agua, escamas en los reptiles, las plumas de las aves y el pelo de los
mamiferos que también aislan y atrapan la humedad. Por el contrario, cuando algunos
organismos terrestres regresaron al mar, el cambio de ambiente hizo necesarias

adaptaciones osméticas para sobrevivir en ese medio. En la transicién de los ceticeos




(ballenas, delfines, marsopas) durante el Eoceno medio, los mamiferos de tierra de cuatro
patas pasaron a ser nadadores obligados (Thewissen et al., 1996). Otro ejemplo es el de los
ancestros de los peces dseos que vivieron en agua dulce por casi 250 millones de afios antes
de regresar al mar durante el periodo Jurasico y cuyo posible reflejo es la sangre hipo-
osmdtica de los peces éseos marinos actuales (Fyhn et al., 1999). Entre las adaptaciones de
los actuales peces éseos o verdaderos, esta su capacidad para eliminar agua constantemente
mediante 6smosis. Ellos toman grandes cantidades de agua de mar eliminando el exceso de
sales en la sangre por medio de bombas de sodio, un sistema de exclusion de iones de cloro

presentes en las agallas y a través de pequefias cantidades de orina (Warne, 1998).

La osmo-regulacion en el ambito celular. El conocimiento de funciones tan
importantes como la osmo-regulacion, debe estudiarse a nivel celular ya que, €s en las
células donde ocurren los intercambios de solutos que permiten esta regulacién. En este
sentido, los microorganismos son un modelo de lo que ocurre a nivel celular, ademas de
tener la ventaja de ser ficiles de cultivar y mantener en condiciones controladas. También
es conocido el amplio margen de tolerancia a factores ambientales de bacterias, micro-algas
y levaduras.

En el estudio de la osmo-regulacién no sélo es importante indagar cémo es que la
célula ajusta la concentracién interna de solutos; también hay que considerar el tipo y la
concentracién en que se encuentran éstos en el medio. En relacién con la concentracion,
hay organismos tolerantes a medios hiper o hipo-osméticos. En la tolerancia al tipo de
soluto se ha puesto especial interés en definir y entender los mecanismos que intervienen en
la halotolerancia, que puede ser definida como la capacidad que ha desarrollado la célula

para osmorregular y llevar a cabo sus funciones en presencia de sal (Serrano, 1996).

Implicaciones del proceso de difusién y de la ésmosis en ¢l transporte celular.
Todos los organismos llevan a cabo intercambios de gases, agua, minerales, alimentos y la
eliminacién de desechos. Esto ocurre en el medio celular y requiere que las moléculas se
muevan a través de la membrana que rodea a la célula. Hay dos formas en las que las
moléculas o particulas se mucven a través de la membrana: el transporte pasivo y activo; el

transporte activo requiere que la célula consuma energia para mover moléculas o particulas




a través de la membrana celular. El transporte pasivo no requiere un gasto energético y
ocurre espontaneamente. El principio del transporte pasivo es la difusion, que ocurre
cuando un sistema no esti en equilibrio, y tiene una concentracién diferente de moléculas,
entonces ocurre ¢l movimiento de moléculas desde una regién con una concentracion
elevada hasta una regién de menor concentracion; este movimiento es continuo hasta que el
sistema alcanza un equilibrio, es decir, una misma concentracién en cualquier region del
sistema.

La ésmosis es un caso especial de difusién; en este caso también hay una diferencia en
la concentracién de moléculas y el sistema esta dividido por una membrana semipermeable.
Dado que las moléculas en la regién de mayor concentracion no pueden pasar a traves de la
membrana, el agua tiende a fluir desde la regién menos concentrada hacia la regién de
mayor concentracion, haciendo que esta ultima gane agua y logre un nuevo equilibrio. Este
estado de equilibrio impide la entrada de mas agua; es decir, ¢jerce una presion, conocida

como presion osmética (Harold, 1986).

Las condiciones de hipo e hiper-osmolaridad y la osmo-regulacién. Hipotéticamente
en condiciones hipo-osméticas, como en el caso de los sistemas de agua dulce, el agua del
medio exterior se moveria al interior de la célula, mientras que en condiciones hiper-
osméticas, la célula perderia rapidamente agua. En la realidad la célula debe mantencr su
medio intemo en contra de gradientes quimicos y eléctricos para evitar flujos de agua asi
como de soiutos dentro o fuera de la célula, para lo cual ha implementado estrategias con el
fin de mover solutos en contra de gradientes electroquimicos y/o de concentracion.

Por ejemplo, en las bacterias, levaduras y plantas, la presencia de una pared celular,
restringe el aumento del volumen. La célula mantiene una concentracién de solutos mayor
en el citoplasma que en el exterior; esta diferencia también genera presion, conocida como
turgencia. Para que la entrada de agua hacia el citoplasma se¢ favorezca, el valor de la
presién de turgencia debe ser positivo. Las células animales carentes de una pared celular
regulan la inestabilidad osmética a través de un sistema de intercambio de iones y solutos
con el medio, mediante ATPasas de sodio-potasio que transportan potasio hacia el interior
al mismo tiempo que sacan al sodio (Serrano, 1996), este intercambio genera un gradiente

electroquimico que favorece el transporte secundario de solutos o compuestos organicos.




Cambios de la osmolaridad del medio y sus efectos en los procesos celulares. Las
alteracciones observadas por un aumento en la concentracién de solutos pueden ser:
deshidratacién celular, modificaciéon parcial o completa de la razén de crecimiento,
alteracién en la captaci6n de nutrientes y en la sintesis de proteinas (Mager y Varela, 1993),
asi como reduccién en la fotosintesis y respiracion en las algas (Yancey, 1994; Serrano,
1996). En particular, l2 salinidad tiene dos efectos téxicos posibles en las células, uno
osmotico y ofro que esta dado por la toxicidad especifica de los iones sobre sistemas
celutares definidos. Como respuesta los organismos han desarrollado estrategias de defensa
como el ajuste osmédtico interno, sistemas de transporte de iones y proteinas especificas de
respuesta a estrés (Serrano, 1996). Las principales adaptaciones fisioldgicas de S. cerevisiae
sometida a estrés por NaCl son la exclusién molecular de los iones de sodio y cloro asi

como la acumulacién intracelular de compuestos compatibles (Blomberg, 1997).

Respuesta celular a los cambios en la osmolaridad del medio. En la exclusién de
solutos son clave los canales idnicos, los transportadores y acarreadores de iones o
protones, todos localizados en la membrana plasmatica. Las bacterias como Escherichia
coli cuentan con dos intercambiadores de Na'/H" codificados por los genes Nhad y NhaB,
que son esenciales en la halotolerancia (Serrano, 1996). Saccharomyces cerevisiae tiene 2
pH alcalino una ATPasa del tipo P que bombea sodio al exterior; esta ATPasa de sodio es
codificada por el gen ENA1, inducible por estrés osmético, falta de nutrientes y pH elevado
(Haro et al., 1991; Garciadeblas et al., 1993). En Neurospora crassa se ha reportado la
presencia de un intercambiador de Na'/H" en la membrana plasmitica; este acarreador lleva
a cabo la expulsién de sodio en condiciones hiper-osméticas (Rodriguez-Navarro et al.,
1986). Las vacuolas de las plantas superiores, algas, levaduras y hongos también son
importantes en la regulacién de la presién de turgencia y en el contenido 16nico del
citoplasma. La presencia de vacuolas ofrece a estos organismos la posibilidad de segregar
jones dentro de organelos, y con ello disminuir su concentracién en el citoplasma
(Blomberg y Adler, 1992).

Entre los mecanismos celulares que contribuyen a contrarrestar los efectos de una
concentracién elevada de sales, otra alternativa es la acumulacién de cationes, sélo que ésta

se encuentra limitada a una concentracién maxima que la célula puede acumular sin llegar a




efectos toxicos. En las enterobacterias, el potasio intracelular sirve como osmolito en el
mantenimiento de turgencia positiva (Csonka, 1989). Por ejemplo, E. coli presenta dos
sistemas de transporte de K hacia el interior: el sistema Trk con afinidad moderada por el
K* y el sistema Kdp que se induce en presencia de concentraciones bajas de K* (Km =2
pM) este sisterna probablemente corresponde a una ATPasa (Rosen, 1987). De ahi que la
acumulacién intracelular de moléculas con pocos efectos dafiinos a la maquinaria
metabélica celular como los compuestos compatibles u osmolitos, es necesaria para
contrarrestar las variaciones de la osmolaridad externa (Yancey et al., 1982; Csonka, 1989,
Blomberg y Adler, 1992; Blomberg, 1997). Con la acumulacién de estos compuestos, las
células disminuyen su potencial osmético citosdlico ademés de ganar agua y turgencia. La
estrategia celular de utilizar compuestos compatibles que permite a las proteinas funcionar
en presencia de concentraciones de solutos de estrés elevadas o variables, sin llegar a la
modificacién de un gran niimero de enzimas, reduce ¢l gasto energético celular, ya que
requieren de un menor niimero de cambios genéticos para adaptarse a las variaciones de
osmolaridad en el medio (Yancey et al., 1982).

Se han identificado osmolitos en diferentes organismos; por ejemplo, la presencia de
aminodcidos en invertebrados marinos, poli-alcoholes en las levaduras y algas marinas,
prolina y glicina en las plantas. La acumulacién por sintesis y/o transporte de estos
compuestos orgdnicos a partir de las rutas metabolicas existentes se presenta en las
bacterias, plantas y animales. Estos compuestos organicos son compatibles con la estructura
de las membranas y proteinas, es decir son inocuos a la estructura y funcion de las
proteinas, ademas de permitir la hidratacién preferente de las proteinas y la exclusién de los
iones que podrian interactuar con los grupos quimicos especificos de las proteinas (Yancey
et al., 1982; Wiggins, 1990; Blomberg y Adler, 1992; Santoro et al., 1992; Serrano, 1996).
Hay cuatro clases principales de osmolitos: aminoéacidos libres y sus derivados(glutamato,
prolina, betaina y metilaminas), aziicares no reductores (sacarosa y trehalosa), polialcoholes
(glicerol, sorbitol, arabitol y manitol) y urea (Yancey et al., 1982). Los azucares y los
polialcoholes tienen la propiedad de estabilizar la estructura macromolecular bajo

condiciones extremas como choque térmico y salino (Yancey, 1994).




Aspectos importantes en los estudios de osmo-regulacién. Los estudios de osmo-
regulacién abarcan diferentes aspectos; entre ellos la eleccion del sistema biolégico para
realizar ensayos de estrés osmético, que idealmente deberia incluir organismos con una
osmo-regulacion y/o halotolerancia elevadas, el tipo y concentracion del soluto con el que
se va a estresar a la célula y los efectos celulares después de exponer a las células a estrés
osmético. Los efectos celulares pueden ser monitoreados a través de estudios bioquimicos:
cambios de la actividad enzimitica de proteinas de vias metabdlicas, cambios en la
velocidad de respiracién, variacién del valor del pH celular y del medio, cambios en la
concentracion de metabolitos, cambios en la expresion de las proteinas, modificacion de las
vias de sefializacién para la induccién y regulacién de la transcripcién de genes, regulacion
de la sintesis de proteinas, determinacién del transporte de iones, cambios ¢n €l volumen

celular, concentracién interna de los iones y la fijacién y/o biosintesis de osmolitos.

Caracteristicas de los sistemas biolégicos en el estudio de la osmo-regulacién. S.
cerevisiae, es una levadura con halotolerancia moderada. Debido a la gran informacion
fisiologica y genética que se tiene en esta especie, ha sido utilizada como uno de los
principales modelos en estudios de osmo-regulacién y halotolerancia (Prista et al., 1997).
Sin embargo, las levaduras con halotolerancia elevada como: Pichia sorbitophila,
Zigosaccharomyces rouxii, Zigosaccharomyces pombe, Debaryomyces hansenii, ofrecerian
una mayor ventaja en el estudio de la osmo-regulaciéon a nivel celular, por su alta
resistencia a concentraciones elevadas de sales.

Debaryomyces hansenii es una levadura que presenta tolerancia a concentraciones
elevadas de sales (Norkrans y Kylin, 1969; Adler et al., 1985; Lucas et al., 1990; Larsson et
al., 1990; Hernindez-Saavedra ef al., 1995; Gupta, 1996). Los mecanismos de respuesta a
un medio hiperosmético propuestos para esta levadura son principalmente: i) expulsién del
sodio y concentracién de potasio (Norkrans y Kylin, 1969; Prista et al., 1997) a través de
un sistema de difusién facilitada (Thomé-Ortiz et al., 1998), ii) acumulacién de sodio, sin
efectos aparentes de toxicidad (Prista et al., 1997; Neves, Oliveira y Lucas, 1997; Thom¢-
Ortiz et al., 1998), y iii) La acumulacién o produccién de glicerol sintetizado a partir de
glucosa (Adler et al., 1985; Nilsson y Adler 1990).

Los estudios comparativos de osmo-regulacién y halotolerancia entre D. hanseni y .




cerevisiae indican que la segunda no es tolerante a concentraciones elevadas de Na® en el
medio (Norkrans y Kylin, 1969; Prista ef al., 1997). Cuando ¢l pH del medio de cultivo es
de 8, el crecimiento de S. cerevisiae se inhibe, mientras que en D. hansenii, el crecimiento,
la concentracién de células y la biomasa sélo presentan ligeras vanaciones (Hobot y
Jennings, 1981; Burke y Jennings, 1990). Esto sugiere que D. hansenii es tolerante a
concentraciones elevadas de Na® y a pH alcalino condiciones similares a el agua de mar. La
produccion de glicerol en D. hansenii en presencia de NaCl 1.4 M no muestra aumentos
significativos de las enzimas glicerol fosfato deshidrogenasa (GDP) y glicerol-3-fosfatasa
(G3P), y s6lo se observa un incremento duplicado de la actividad de la enzima GDP y de la
enzima G3P. Si se incuba a S, cerevisiae en condiciones similares, se observa un aumento
de siete veces para GDP y cinco veces para G3P (revisado por Blomberg y Adler, 1992;
Thomé y Trench, 1999); ésto indicaria que D. hansenii tiene una tolerancia al sodio

eficiente con un gasto energético menor al de §. cerevisiae.

Utilizacion de la levadura halotolerante Debaryomyces hansenii en el estudio de la
osmo-regulacion. Las consideraciones anteriores, situan a D. hansenii, como un sistema
ideal para cl estudio de la osmo-regulacion y la halotolerancia. La mayoria de los trabajos
realizados con esta levadura han intentado determinar aspectos de su fisiologia en
condiciones de estrés osmdético. En relacién con el crecimiento se ha determinado su
velocidad especifica, el tiempo de duplicacién y la duracién de cada una de las fases de
crecimiento (Norkrans, 1966 , 1968; Burke y Jennings, 1990; Larsson y Gustafsson, 1993).
En lo que concierne al transporte de iones, s¢ ha determinado la cinética de acumulacién de
cationes monovalentes (Na*, K*, Rb*, Li*) y la velocidad de acumulacién de K* (Neves et
al., 1997; Prista et al., 1997, Thomé-Ortiz et al., 1998). Sobre los efectos celulares se ha
evaluado la posible variacién de la velocidad de respiracion y fermentacién, el valor de pH
interno y externo, asi como la concentracién de ATP (Norkrans y Kylin, 1969, Hobot y
Jennings, 1981; Thomé-Ortiz ef al., 1998). Y como respuesta para mantener el equilibrio
osmoético se ha determinado la acumulacién de osmolitos como el glicerol (Gustafsson y
Norkrans, 1976; Adler et al., 1985; André et al., 1988; Larsson et al., 1990). A nivel
molecular, han sido muy pocos los trabajos realizados, Thomé-Ortiz (1995) encontré que

D. hansenii sometida a estrés salino, sintetizaba de novo al menos cuatro proteinas con un
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peso molecular de 36, 42, 60 y 170 kDa; una de ellas coincide con la enzima GPD, al igual
que en S. cerevisiae, y ¢s inducida a nivel de la transcripcion del ARNm (Thome y Trench,
1999). En otros trabajos se han identificado plasmidos presentes en condiciones de
salinidad elevada (Gunge et al., 1993; Fukuda ef al., 1997). En un trabajo reciente, Bansal
y Mondal (2000) aislaron y secuenciaron un gen homélogo al gen HOG! de §. cerevisiae,
en esta levadura, HOGI codifica una proteina MAP cinasa que participa en la cascada de
sefiales de respuesta a la hiperosmolaridad.

La informacion antes mencionada es insuficiente para proponer un modelo que explique
los mecanismos de osmo-regulacién y halotolerancia en D. hansenii, se requieren trabajos
enfocados al estudio de genes que respondan directa ¢ indirectamente al esirés salino y
osmético para saber como estan regulados, cuales son las vias de sefializacion que los
activan, para qué proteinas codifican y cual es su papel en la osmo-regulacién. Otro
enfoque podria ser el estudio de los cambios en los patrones proteinas en respuesta al estrés
osmético. Blomberg (1997) indica que el anélisis de proteinas es una buena herramienta en
el conocimiento de la fisiologia a nivel molecular de células expuestas a condiciones de
estrés osmético. En este trabajo se realizé la caracterizacion de los cambios en la expresion
de proteinas en D. hansenii en condiciones de estrés salino u osmético por medio de

electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS de una dimension.
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2. ANTECEDENTES.

Entre los trabajos pioneros sobre D. hansenii se encuentran los trabajos de Norkrans
(1966; 1968) y Norkrans y Kylin (1969) que se enfocaron a determinar si algunas levaduras
presentes en el mar podrian ser consideradas como marinas. Para ello evaluaron parametros
de crecimiento, respiracién, fermentacion, concentracion celular y cinética de acumulacion
de Na* y K’ , en condiciones de salinidad, pH y temperatura similares a las del agua de
mar. Por lo que respecta a D. Hansenii, encontraron que podia crecer a concentraciones de
NaCl de 4.1 M, pH de 8.5 y temperatura de 6 °C, como control se observo que en
comparacién con S. cerevisiae fue incapaz de crecer bajo estas condiciones. Con esta
informacién se sugirié que D. hansenii es una levadura marina halotolerante. El trabajo
sobre la actividad respiratoria y de fermentacién confirmé que D. hansenii es una la
levadura halotolerante, ya que fue capaz de presentar actividad respiratoria y de
fermentacion en presencia de NaCl 4.1 M. Cuando estos autores midieron la velocidad de
acumulacién de potasio en presencia de NaCl 4 mM, 0.68;1.35y 2.7 M, observaron que la
acumulacién de potasio era mayor al aumentar la concentracion de sodio en el medio hasta
una concentracién de NaCl 1.3 M en ambas levaduras, y en presencia de NaCl 2.7 M la
acumulacién de potasio fue mayor en D. hansenni que en S. cerevisiae. Por lo que respecta
a la velocidad de acumulacién de sodio, encontraron que al afiadirlo en un margen de
concentraciones de 4 mM a 2.7 M, D. hansenii lo incorpora répidamente en los primeros
30 minutos; con esto se establecié que la concentracién mayor de sodio celular dependia
del aumento de la concentracién en el medio. Sin embargo en los siguientes 60-120
minutos presentaba una pérdida masiva de sodio que no tuvo cambios significativos
después de 20 horas. Con esta informacion postularon que la mayor habilidad de D.
hansenii para acumular K* en presencia de Na' comparada a la de S. cerevisiae era uno de
los principales mecanismos para explicar su mayor tolerancia a la salinidad.

En trabajos posteriores se identificé el papel de los osmolitos o compuestos compatibles
en la osmo-regulacién. Gustafsson y Norkrans (1976) encontraron que D. hansenii, al igual
que otros organismos halotolerantes, producia glicerol, y que la concentracién interna de
glicero! aumentaba al aumentar la salinidad del medio de cultivo. Los autores indicaron que

esta levadura podia mantener su actividad metabolica en presencia de concentraciones
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elevadas de sodio gracias a la produccién de glicerol, que actuaba como soluto compatible.
Larsson et al. (1990) encontraron que la concentracién intracelular de glicerol podia f]egar
a ser casi de 10* veces mayor que la concentracién en el medio.

Son trabajos como el de Hobot y Jennings (1981) los que dieron continuacién a la
bisqueda de los mecanismos implicados en la halotolerancia de esta levadura. Estos autores
intentaron explicar la respuesta diferente de crecimiento de D. hansenii y S. cerevisiae en
medios de pH alcalino y salinidad elevada, observada en el trabajo de Norkrans (1966) e
indicaron que la diferencia se debia probablemente a la existencia de un transportador o
bomba de sodio, presente sélo en D. hansenii.

Tiempo después, Haro et al. (1991) determinaron en S. cerevisiae la presencia de un

gen denominado ENAJ cuyo producto era la ATPasa de Na', que bombea estos cationes al
medio, activa a pH alcalino, Aunado a lo anterior se sugirié la existencia de otro sistema de
transporte, siendo probable la participacién de intercambiadores H'/catién.
. En un trabajo dedicado a determinar la regulacién metabdlica de la produccién de
glicerol, Adler et al. (1985) generaron y aislaron mutantes incapaces de crecer en un medio
de salinidad elevada y en presencia de glicerol. Determinaron que la produccién de glicerol
en D. hansenii en condiciones de estrés salino era el resultado de la sintesis a partir de
glucosa, via la oxidacién de la dihidroxiacetona fosfato, reaccién que es catalizada por la
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, NAD-especifica. En estudios similares se
determind que esta misma via de sintesis de glicerol funcionaba en §. cerevisiae y
Zygosaccharomyces rouxii. ( Blomberg y Adler, 1992). -

En otro trabajo sobre la cinética de produccién y acumulacién celular de glicerol, André
et al. (1988) encontraron que al transferir células de D. hansenii de un medio sin sales a un
medio de salinidad elevada, la produccién y la acumulacién intra;:elular de glicerol
aumentaba proporcionalmente al aumento de la salinidad. Las células, creciendo en un
medio de salinidad elevada perdian rapidamente glicerol al ser transferidas a uri medio de
menor salinidad. Ya que no se encontré una concentracién minima de NaCl a partir de la
cual se acumulaba glicerol, los autores sugirieron que la acumulacién de glicerol era una
respuesta a estrés osmético y no a salinidad por si misma.

Burke y Jennings (1990) también evaluaron los efectos del NaCl sobre las

caracteristicas de crecimiento de D. hansenii en un medio adicionado con NaCl 1.5 My
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pH 8. Estos autores postularon que esta levadura osmo-regulaba por medio de dos
mecanismos, uno de corto plazo que involucraba el transporte de sodio al interior, y €l
segundo la pérdida de sodio de la célula, ambos asociados a 1a sintesis de glicerol. También
sugirieron que en medios de baja salinidad los osmolitos principales eran potasio y glicerol,
mientras que en medios de mayor salinidad eran sodio, glicerol y arabinitol. Sus estudios
confirmaron que el crecimiento de esta levadura en medio salino es fisioldgicamente
diferente en condiciones alcalinas o 4cidas, con un crecimiento éptimo en condiciones
alcalinas.

Hasta ese momento, y con la informacién disponible sobre la fisiologia, bioquimica y
biologia molecular de diversas levaduras y hongos osmo-tolerantes, Blomberg y Adler
(1992) hicieron una revisién, en la cual consideraron diferentes aspectos del proceso de la
osmo-regulacién. Colocaron en primer lugar las caracteristicas termodinimicas del agua
como solvente, ya en el medio o en las células, bajo condiciones estindar, y qué sucedia en
el ambito celular si cambiaba la concentracién de sales, indicando que los efectos se
observaban como un cambio del volumen celular o de la presion de turgencia. A este
respecto mencionan que la mayoria de los hongos y levaduras aumentan su presion de
turgencia como respuesta a valores pequefios del potencial de agua en el medio y D.
hansenii, por ¢l contrario, disminuye la presién de turgencia. En un intento por explicar la
respuesta tan diferente en esta levadura Larsson et al. (1990) sugirieron que si esta
disminucion era una sefial de respuesta a cambios en la osmolaridad del medio, muy
probablemente aquellas células que crecian en salinidades elevadas externas disminuian la
presién de turgencia para asegurar la sintesis continua de glicerol.

En la revisiodn, se define el término osmo-regulacién (ver introduccién) enfatizando que
este debe ser utilizado sin tomar en cuenta los mecanismos que lo controlan. Por lo que
respecta a la acumulacién o produccién de compuestos compatibles, sugieren que su
funcién a nivel celular es la hidratacién preferente y la exclusién del soluto del entorno
inmediato de las proteinas.

Blomberg y Adler indican en esta revisién (1992) otros aspectos relacionados a la
acumulaci6n y sintesis de compuestos compatibles u osmolitos, como: /) el transporte
osmolito- especifico que deben presentar estos organismos; en particular mencionan como

ejemplo que D. hansenii, de acuerdo con las evidencias presentadas en €l trabajo de Lucas
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et al. (1990) probablemente tiene un sistema constitutivo de intercambio de sodio y glicerol
asociado a la elevada halotolerancia de esta levadura; i7) el cambio y regulacién de la ruta
metabdlica que sintetiza el osmolito, aspecto en el que se debe considerar si el organismo
fermenta o respira, y #if) cudles son las caracteristicas quimicas y cémo funciona el
osmolito que acumula o produce cada organismo. Al referirse a D. hansenni, indicaron que
ésta levadura que osmo-regula utilizando Na* y glicerol.

Larsson y Gustafsson (1993) evaluaron los efectos de la osmosensibilidad en el
crecimiento de D. hansenii y S. cerevisiae. Las células creciendo en medios de pH ajustado
y sin ajustar y fuentes de nitrégeno en forma de amonio o urea, fueron sometidas a
deshidratacién osmdtica en placas de agar o cultivos liquidos, con NaCl 2.1 y 2.7 M. La
respuesta de osmosensibilidad fue determinada como la capacidad para formar colonias y la
duracién de la fase de retardo, respectivamente. Observaron una respuesta de
osmosensibilidad inicial mayor en presencia de NaCl 2.7 M para los dos tipos de medio. En
cultivos liquidos cuya fuente de nitrégeno cambié de amonio a urea, registraron la mayor
duracién de la fase de retardo. La respuesta de osmosensibilidad fue muy similar en las dos
levaduras, sélo que el nivel umbral fue mayor en D. Hanseni. En un medio con pH de 6, la
osmosensibilidad de D. hansenii disminuia casi por completo al inicio del crecimiento.
También observaron que la produccién de compuestos compatibles y la concentracion de
K" intracelular no eran afectadas por el cambio en la fuente de nitrégeno. La propuesta mis
relevante en este trabajo fue que la osmosensibilidad observada en D. hansenii dependiente
del pH era un factor determinante para entender la osmotolerancia en esta levadura.

En el contexto de estudios recientes relacionados con los mecanismos de respuesta al
estrés salino de D. hansenii, destacan los trabajos de Neves et al. (1997), Prista et al.
(1997), asi como el de Thomé-Ortiz et al. (1998) y Thomé y Trench (1999). Neves et al.
(1997) encontraron que las concentraciones intracelulares de Na’ y K" alcanzan un méaximo
en presencia de NaCl 1M en el medio; las concentraciones disminuyen cuando aumenta la
concentracién de NaCl hasta 1.5 M. Estos resultados, aunados a la observacién de que la
proporcién de K y Na* intracelular se mantiene constante a pesar de los cambios en la
salinidad del medio, les llevaron a proponer que D. hansenii tiene un sistema de transporte
eficiente capaz de mantener una homeostasis del cociente K'/Na*. Prista et al. (1997)

encuentran que D. hansenii es mas tolerante que S. cerevisiae al Na" y Li*. Como la
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toxicidad al Na" y K* fue similar en D. hansenii, se sugirié que en esta levadura no hay
una toxicidad especifica asociada al Na* , sélo el efecto osmético, mientras que en §.
cerevisiae el sodio si es t6xico en concentraciones menores a las del K*. En medios cuya
concentracién de K' fue menor a la de Na’, D. hansenii presenté casi las mismas
velocidades de crecimiento que en el medio control y acumulé concentraciones de K*
relativamente elevadas en citoplasma. Estos hechos apoyaron la hipétesis de que el Na'no
es toxico para D. hansenii. También observaron que la eficiencia para expulsar Na' en
ambas levaduras es muy similar, y que la simple expulsién del Na' no es suficiente para
explicar la elevada halotolerancia de D. hansenii.

El mecanismo que propusieron para explicar la toxicidad en S. cerevisize fue la
inhibicién competitiva de la acumulacién del K*, que lleva a la disminucién del K* en la
célula, y por lo tanto a un aumento en el nivel de sodio. Los autores indicaron que la
eficiencia del transportador de D. hansenii no es mejor que la del transporte de §.
cerevisiae, ya que D. hansenii pierde mas K" que S. cerevisiae cuando las células crecen en
concentraciones de K elevadas, luego de ser resuspendidas en un medio de concentracién
menor de K'. Prista y colaboradores sugirieron que una diferencia importante entre estas
levaduras es el efecto del Na* sobre el transportador de potasio. Los autores indicaron que
aunque D. hansenii tenga un mecanismo eficiente para sacar Na' y meter K7, la diferencia
principal entre ambas levaduras es que el sodio intracelular no es téxico para D. hansenii.
Sugirieron también que la activacion de la acumulacién de K por Na’ aun cuando la
concentracion de K* sea pequeiia, le confiere a D. hansenii una ventaja competitiva en
medios naturales donde el K* es escaso y el Na* es abundante. Estos autores concluyeron
que D. hansenii, hasta ese entonces considerada como una levadura de halotolerancia
elevada, podria ser considerara halofilica en medios naturales.

Thomé-Ortiz et al. (1998) también consideraron que D. hansenii no es halotolerante
sino halofilica y observaron que los iones de K™ y Na* no son téxicos para esta levadura,
ademas de mantener concentraciones elevadas de ambos cationes durante ¢l crecimiento.
Encontraron que una gran proporcién del contenido del catién interno era intercambiada
por las células con el catién opuesto. Argumentaron que este intercambio no se debe a los
cationes atrapados en €l espacio de la pared celular. Las células crecidas en medios con una

concentracién menor de NaCl o KCl y luego transferidas a medios de concentracion
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elevada del mismo cation o del catién opuesto, presentaron una acumulacién inicial ripida
de ambos cationes, seguida por una velocidad menor que los autores no asociaron a un
fenémeno pasivo o de intercambio de cationes en la pared celular. Consideraron que D.
hansenii creciendo en NaCl o KC1 1M, tiene un sistema de difusion que parece ser més
especifico para Na'. Sus resultados demostraron que en D. hansenii existen diversos
mecanismos de transporte, uno de los cuales es similar al de S. cerevisiae, como la ATPasa
de protones, que disminuye los valores de ATP en presencia de potasio, facilita el
intercambio de protones y también mantiene el potencial de membrana. Después de affadir
Na"y K" a pH de 8 observaron un aumento significativo del pH interno (pHi), que podria
ser explicado por la existencia de un intercambiador K'/H" para D. hansenii. Este tipo de
intercambiador ya ha sido demostrado para S. cerevisiae (Ramirez et al. 1998). El cambio
del pH; fue acorde con la acidificacién ripida del medio, que a su vez coincide con una
salida répida de protones, asi como con ¢l movimiento de K* al interior de la célula. Otro
mecanismo que consideraron factible es un intercambiador muy rapido catién/catién,
probablemente con afinidad baja, que podia catalizar el intercambio particularmente a
concentraciones elevadas de cationes dentro y fuera de las células. Finalmente plantean
que todas estas respuestas muy probablemente implican una regulacion genética.

Thomé y Trench (1999) analizaron si el aumento de la enzima GPD-NAD como
respuesta a un choque salino se debia a una induccion de sintesis o activacion de la enzima.
En S, cerevisiae, la enzima se detectd en la fase de crecimiento exponencial, con y sin sales,
mientras que en D. hansenii 1a enzima sélo se observo en condiciones de choque salino
durante la fase de crecimiento exponencial, ya que en la fase estacionaria no se observaron
niveles detectables de la enzima. Al evaluar diferentes concentraciones de NaCl sobre la
induccion de la GPD-NAD, estos autores observaron un aumento en los niveles de la
proteina al aumentar 1la salinidad del medio hasta una concentracién de 3 M de NaCl; los
valores mayores de salinidad diminuyeron los niveles de GPD-NAD. En este trabajo
también analizaron el ARNm de D. hansenii, creciendo en ausencia o presencia de sales; no
encontraron ARNm en células sin sal. Las pruebas de hibridacién del ARN demostraron un
aumento del transcrito ARNm-GPD en NaCl 1.5 M y una disminucién en NaCl 2.7 M.
Con ello estos autores indicaron que aumento en GPD-NAD y en el transcrito ARNm-GPD

era una respuesta al estrés por sal. Al igual que en otros trabajos sus resultados apoyaron el
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concepto de que D. hansenii no responde a un estrés salino durante la fase de crecimiento
estacionaria, y que las células sin estrés salino no expresan la enzima a niveles
significativos, por lo que GPD-NAD es responsable directamente d¢ la sintesis de glicerol.
La informaci6n sobre S. cerevisiae en relacién con la osmo-regulacion, es mucho mayor
que en D. hansenii. A pesar de ello todavia se desconoce en detalle los diferentes procesos
celulares que participan en el fenémeno de la osmo-regulacion. Se ha determinado que las
consecuencias directas de los cambios en la osmolaridad incluyen la acumulacion de
compuestos compatibles y el movimiento de cationes monovalentes a través de la
membrana celular. Por lo que respecta a la halotolerancia, se ha propuesto que son los
efectos téxicos del Na' especificos para cada organismo los que podrian determinar

halotolerancia.

Por lo que respecta a los trabajos realizados sobre la expresién de proteinas en
levaduras, }a mayoria se han realizado en la levadura S. cerevisiae. Varela et al. (1992)
evaluaron los efectos del choque salino, osmético y térmico sobre la induccion de sintesis
de proteinas en la levadura S. cerevisige; encontraron que S. cerevisiae expuesta a un
choque salino de una hora (NaCl 0.7 M) presenta un incremento de proteinas con un peso
molecular de 73, 63, 45, 35, 33, 29, 26 y 14 kDa, de las cuales sélo las de 26 y 14 kDa,
consideraron similares a las proteinas que aumentan con un choque térmico. En el mismo
trabajo se evalud la fijacién de metionina [*°S] como estimacién de la sintesis de proteinas
en la respuesta de osmotolerancia en células de S. cerevisiae que primero fueron sometidas
a un choque térmico a 40°C por 30 minutos y luego a un choque salino (NaCl 1.4M) pero
no registraron un aumento considerable en la fijacién de metionina [**S]. Con estos
resuttados, los autores apoyaron la propuesta de Trollmo ez al. (1988), quienes sugieren que
un acondicionamiento previo por choque térmico no induce osmotolerancia en S.
cerevisiae. Varela y colaboradores también evaluaron ¢l efecto del choque osmético sobre
Jos cambios en la expresién de proteinas de S. cerevisiae expuesta a NaCl 0.7 M o sacarosa
0.8 M: encontraron que solamente en presencia de NaCl 0.7 M hay un aumento en las
proteinas de choque térmico de 12 y 26 kDa, por lo que indicaron que es mayor el efecto
del Na* que el de la sacarosa en un choque osmético. En los resultados de estos autores se

muestra claramente que la expresién de proteinas es diferente para cada tipo de estrés,
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aunque se debe tener en cuenta que algunas de las proteinas que se expresan luego de un
choque térmico pueden expresarse cuando se aplica un choque salino.

En la levadura Zygosaccharomyces rouxii, Yagi y Nishi (1993) reportaron cambios en
la expresidn de proteinas de esta levadura en la cepa silvestre y una cepa sensible a estrés
salino, después de un choque salino con NaCl 1 M por 30 min. Estos autores indicaron el
aumento de las siguientes proteinas en ambas cepas: 19, 23, 32, 35, 40, 48 y 70 kDa, asi
como la disminucién de dos proteinas de 61 y 93 kDa y solo en la cepa silvestre sometida a
choque salino, el aumento de tres proteinas (121, 123 y 124 kDa). Postulan que sélo las tres
proteinas presentes en la cepa silvestre son importantes en la osmo-regulacion de Z. rowxii.

Blomberg (1995) al medir la incorporacién de metionina [**S], como estimacién de
la sintesis de proteinas en la respuesta de osmotolerancia en células de S. cerevisiae durante
los primeros 60 minutos después de incubar a esta levadura en medio SC NaCl 0.7 M y
analizar los cambios de expresién de proteinas en geles de poliacrilamida de dos
dimensiones. Este autor encontré 18 proteinas que aumentaban fuertemente su expresion
después de choque salino (22, 25, 27, 29, 33, 34, 41, 44, 49, 50, 52, 61, 62, 63, 71, 72, 105,
106 kDa), de las cuales se conoce la funcién de al menos dos, Hsp104p (106 kDa) y Gpdlp
(41 kDa), sefialando que muy probablemente el gen CTT/ que codifica una proteina de 64
kDa corresponda a alguna de las dos proteinas de 62 y 61 kDa. Este autor sefiala que las
otras proteinas de las cuales se desconoce su funcién son un potencial en la identificacion
de genes controlados por salinidad.

Lewis et al. (1995) determinaron el efecto de un choque salino o térmico sobre la
expresion de proteinas de Saccharomyces cerevisiae y encontraron en un tratamiento por
salinidad (NaCl 300 mM) que la induccién de algunas proteinas (53, 63, 69,71, 87 y 100
kDa) también aumentaba por el choque térmico (a 37° C por 45 min.) (63, 69, 72, 74, 86,
87 y 100 kDa). Los autores indicaron que esta similitud en las bandas de proteina podria
implicar una respuesta comin al choque salino y térmico, pero que ¢l aumento de dos
bandas de proteina (53 y 71 kDa) s6lo con choque salino era una respuesta especifia de las
proteinas en presencia del choque salino.

_ Hirayama et al. (1995), evaluaron la respuesta a la osmolaridad en S. cereviciae
expuesta a choque por NaCl 1 M, Sorbitol 1.5 M y estrés térmico a 39 °C por una hora, de

siete clones de ADN complementario. Estos autores encontraron por medio del anélisis de
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Northern blot que cuatro de los clones HORI, HOR2, HOR4 y HORG sélo se presentaban
en las condiciones de estrés osmoético de Na” y Sorbitol y que la expresion de los otros tres
clones HOR3, HORS5 y HOR?7 se presentaba tanto en el estrés osmotico como en el estrés
térmico. HORI codifica a la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Gdplp), HOR3
codifica una enzima glucocinasa (Glklp), HOR4 a un transportador de hexosas (Hxtlp),
HORS a la proteina de choque térmico de 12 kDa y HORG6 a la ATPasa de Na', K™ y Li"
(Enalp). De estas proteinas, se sabe que Gdplp y Enalp estin involucradas directamente
en osmo-regulacion, en la sintesis del osmoprotector glicerol y en la exclusién de Na* del

citoplasma, respectivamente.
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3. OBJETIVO GENERAL.

- Caracterizar la expresién de proteinas en Debaryomyces hansenii expuesta a estrés salino

u osmético por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS de una dimension.

Objetivos especificos.

- Elaborar un protocolo de extraccién de proteinas en la levadura halofilica D. hansenii y
determinar las condiciones del estrés osmdético, para obtener proteinas de respuesta

especifica a estrés salino u osmético.

- Ensayar diferentes fuentes de carbono y concentracién de solutos de estrés (NaCl y KCl).

- Evaluar el efecto de estrés térmico sobre la expresion de proteinas de D. hansenii para
comparar con las proteinas que cambiaron su expresion en condiciones de estrés salino u

osmético y verificar la ausencia o presencia de proteinas de respuesta general a estrés.

- Determinar diferencias y similitudes en la expresion de proteinas de D. hansenii en

condiciones de choque salino por medio del marcaje radioactivo de proteinas con metionina

[*s].

- Evaluar la respuesta a estrés osmético empleando Sorbitol y a estrés salino empleando

NaCl y KCL.
- Determinar la localizacién celular de las proteinas cuya expresién se modifique en

presencia de estrés osmotico mediante un fraccionamiento de componentes celulares por

centrifugacion.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Condiciones de crecimiento de Debaryomyces hansenii.

Para determinar las condiciones experimentales de crecimiento de la levadura D.
hansenii, se hicieron curvas de crecimiento utilizando la cepa Y7426 de la levadura
halotolerante D. hansenii, que proviene de la coleccion de cepas del Departamento de
Agricultura de Peoria Illinois, Estados Unidos. Esta cepa se mantiene en medio rico més
glicerol al 15% (v/v) a—70 °C. Del cultivo en glicerol se sembr6 una placa con medio YPD
[Extracto de levadura (1%), peptona (1%) y glucosa (2%)] con agar (2%), la placa se
incubé a 29 °C por 24 horas en un agitador rotatorio (New Brunswick Scientific) a 250
rpm, con el fin de tener células recientes y asegurar cultivos sin contaminacion.

Las fases de crecimiento de las curvas de crecimiento de D. hansenii se evaluaron
mediante el criterio del aumento en el nimero de células por mililitro en intervalos
regulares de tiempo. El nimero de células se determiné por medio del conteo directo de tres
muestras de cada uno de los cultivos en un hemocitémetro tipo Neubauer. Las curvas de
crecimiento se obtuvieron al graficar el logyy del mimero de células en el eje de las
ordenadas y el tiempo en horas en ¢l gje de las abscisas.

Se hicieron precultivos a partir de la placa YPD con agar, es decir de la placa se
tomaron colonias para inocular tres matraces Erlenmeyer de 300 ml, uno con 50 ml de
medio YPD, otro con 50 ml de medio YPD NaCl 1 M y otro con 50 ml de medio YPD KCI
1 M Estos precultivos se incubaron a 29 °C en agitacién continua, hasta obtener una
densidad de 1 x 108 cel mi™ (fase estacionaria de crecimiento).

Los cultivos a partir de los cuales se determinaron los parametros de crecimiento se
iniciaron en la fase de crecimiento exponencial, el margen de valores de la densidad celular
para inocular en ésta fase de crecimiento es de 10% a 10° cel mI”* (Kockova-Kratochvilova,
1990). Para que los cultivos tuvieran una densidad celular inicial de 3 x 10° cel mI'' de cada
precultivo se tomaron alicuotas con un mimero de células conocido, y se inocularon tres
matraces Erlenmeyer de 300 ml con 50 ml de los medios YPD, YPD con NaCl 1M y YPD
con KClI 1 M. Los cultivos se incubaron a 29 °C en agitacién continua, y se realizé un

conteo de células cada dos horas.
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Los valores de velocidad especifica (4 mer) y tiempo de duplicacion (ta) se
calcularon a partir de las siguientes formulas (Fiechter et al., 1987):
M max = In (XIXo)/t
ta=In2/ gt ppox

Donde: X = numero de células al tiempo x.

Xo= numero de células iniciales.

4.2. Tratamientos de un choque salino, térmico y del efecto combinado.

Para evaluar los cambios en la expresion de proteinas en células de D. hansenii
expuestas a un choque salino 6 térmico y de un efecto combinado de choque salino y
térmico en presencia de glucosa 6 galactosa como fuentes de carbono, s¢ realizaron dos
experimentos, en uno se utilizé glucosa y en el otro galactosa ambos incluyeron los
tratamientos de un choque salino, un choque térmico y del efecto combinado de ambos
(Figura 1).

4.2.1 Chogue salino. Los cultivos control se realizaron en los medios YPD 6 YPG
sin sales. El tratamiento por choque salino consistié en afiadir NaCl a una concentracién
final de 1 M a dos cultivos con los medios YPD 6 YPG en la fase de crecimiento
exponencial (5 x 107 cel ml™"). Después de dos horas de incubacién, se colectaron las
células tanto de los controles como las de los choques salinos.

4.2.2 Chogue térmico Los cultivos control se mantuvieron en incubacion a 29 °C. El
tratamiento de choque térmico se aplicé a dos de los cultivos en los medios YPD 6 YPG en
la fase de crecimiento exponencial, al colocarlos en un horno de calentamiento a 80 °C por
12 min, en ese tiempo los cultivos alcanzaron una temperatura de 35 °C, la temperatura se
registré con un termoémetro cuyo margen de medicidn es de -20 a 110 °C (Brannan) y se
transfirieron a un bafio maria a 35 °C por 45 min. Después los cultivos se incubaron a 29 °C
en agitacién a 250 rpm y se incubaron por 1 hora mas, en ese momento se¢ colectaron las
células.

4.2.3. Efecto combinado de choque salino y térmico. Los cultivos control crecieron
en ausencia de sales y a 29 °C. Para el tratamiento del efecto combinado de un choque

salino y térmico, en primer lugar se aplicé el choque salino (4.2.1) e inmediatamente los
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Esquema del disefio experimental para aplicar choque salino, térmico y
del efecto combinado de choque salino y térmico, utilizando como
fuerte de carbono glucosa y galactosa.

Fuente de carbono

Glucosa

r'Contrul, medio YPD a 29°C
por dos horas.

Cheque salino, YPD con NaCl 1 M
a 29 °C por dos horas.

Choque térmico, YPD y temperatura
de 35 °C por 45 minutos.

Efecto combinado de choque salino y
choque térmico, YPD con NaCl 1 M
a 35 °C por 45 minutos.

-

rCont:rol, medio YPG a 29 °C
por dos horas.

Choque salino, YPG con NaCl 1 M
a 29 °C por dos horas.

Galactosa < Choque térmico, YPG y temperatura

de 35 °C por 45 minutos.

Efecto combinado de choque salino y
choque térmico, YPG con NaCl I M
a 35 °C por 45 minutos,

Colecta de células una hora
después de terminado el choque
térmico. Procesar muestras de
acuerdo con el Protocolo L.

Figura 1. Esquema del disefio experimental de los tratamientos de choque salino, térmico y del efecto
combinado de choque salino y térmico en presencia de glucosa y galactosa.
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cultivos fueron expuestos al choque térmico (4.2.2).

4.3. Protocolo I para la extraccion de proteinas en D. hansenil.

La éxtraccién de proteinas de las células de D. hansenii expuestas a los tratamientos
de 1a seccién 4.2 se realizé de acuerdo con el protocolo I (Figura 2), que incluye los
siguientes pasos:

4.3.1. Colecta de las células. Las células fueron recuperadas por centrifugacion en
una centrifuga Sorval RC-5B a 1 500 x g por 5 min a 4 °C. Cada paquete celular se
resuspendié en 30 ml del amortiguador TTED {TEA 10 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol 1
mM, pH de 7.5, PMSF 200 uM y pepstatin A 1 pM como inhibidores de proteasas] (Andre
etal., 1991).

4.3.2. Lisis celular. Para romper las células se utiliz6 una prensa de French (SLM
Aminco), con una capacidad de presién de 20 000 psi, un cilindro de 7.62 cm de diametro y
un pistén de 2.54 cm de didmetro. Se aplicé una presién de 16 211 psi equivalentes a
11.03X10’ Pa (Jazwinski, 1990) a 4 °C, repitiendo el proceso tres veces. La lisis de las
células se verificé por observacién al microscopio, comparando las células antes y después
del proceso. En la muestra de células intactas solo se observaron c¢lulas con brillo y en la
muestra de células rotas, se observaron células obscuras y gran cantidad de fragmentos
celulares.

4.3.3. Fraccionamiento de proteinas por precipitacion con sulfato de amonio. Con
el rompimiento celular se obtuvo un homogeneizado que s¢ centrifugo a 2 300 x g por 5
min a 4 °C. El precipitado se deseché (contiene las células que no se rompieron y restos de
pared celular). El sobrenadante se centrifugé a 21 000 x g por 4 horas a 4 °C y el
precipitado se almacené a — 70 °C (fraccién con proteinas asociadas a la membrana del
citoplasma). El sobrenadante se traté con sulfato de amonio a 50% de saturacion, la muestra
se mantuvo por 15 min en agitacién ligera y a 4 °C, después se centrifugéa 10 000 x g por
5 min a 4 °C, se tomaron alicuotas del sobrenadante y precipitado para cuantificar proteinas
y realizar una electroforesis.

4.3.4. Cuantificacion de proteinas. La concentracién de proteinas de las muestras
obtenidas, se determiné con el método de Bradférd, utilizando un sistema comercial para

proteinas (BioRad). Se prepararon estindares de albumina de suero bovino (BSA fraccién
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Diagrama del Protocolo 1.

Crecimiento de Debaryomyces hansenii. Del cultivo en glicerol en ¢l que se manticne a la levadura D. hansenii {cepa Y7426}
sembrar placas de medio YPD-agar. Incubar a 29°C, en agitacién a 250 rpm por 24 hrs.

v

Crecimicnio de precultivos. De caja YPD-agar tomar colonias ¢ inocular 50 ml de medio YPD, incubar 2 29 °C, en
agitacion a 250 rpm por 24 hrs o hasta una densidad de 1X108% cel mi-t-

v

Crecimiento de cultivos. Tomar una alicuota del precultivo ¢ inoculer dos matraces con 200 ml de medio YPD para
tener una densidad inicial de 3 X 108cel ml. Incubar a 29 *C en agitader rotatorio a 250 rpm. En fase exponencial o
una densidad de: § X107 cel mi*t afiadir al cultivo tratamicnto: NaCl IM e incubar por cuatro y media horas mas.

y

Colecta de células a 1 S00 x g 5 min a 4 °C. Posteriormente resuspender células en amortigua-
dor TrED pH 7.5 y afladir inhibidores de proteasas (PMSF y pepstatin A).

v

Rompimiento de células en prensa de French a 4 °C {tres veces cada
muestra). Centrifugacion de cada muestraa 2 300 x g 5 min. a 4°C.

Precipitado (células sin romper)
se descarta,

pord hrs a4 °C.

 J ]

Sobrenadante, centrifugara 21 000 x g

Fraccionarniento del sobrenadante por
precipitacién con sulfato de amonio al Precipitado guardar a -70 °C.
50 % de saturacién por 15 min.

Centrifugar 2 10000 x g por S mina 4 °C.

v

Resuspender las fracciones del
sobrenadante y precipitado en
amortiguador TTEDpH 7.5y
determinar la concentracion de
proteinas totales.

v

Cuantificacion de proteinas con el métedo de Bradford.

2

Electroforesis en geles de acrilamida a 7.5%, en presencia de dodecil sulfato de sodio
(método de Laemmii).

Figura 2. Diagrama del Protocolo I para la extraccion de proteinas en D. hansenii.
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V) (Sigma) en un margen de concentraciones de 5 a 100 pg ml!. En tubos de ensayo de 15
ml se colocaron: 1.0 ml del estandar o de la muestra diluidos 1:100 y 3 ml de reactivo de
Bradford diluido 1:10. Se incubd por 30 min y se midié la densidad dptica a 595 nm en un
espectrofotémetro UV-VIS modelo DW-2 (SLM Aminco).

4.3.5. Electroforesis. Las electroforesis se realizaron de acuerdo con el metodo de
Laemmli (1970). Se prepararon geles de acrilamida a 7.5%. Las muestras se diluyeron con
mezcla de reaccién (Tris 125 mM, pH de 6.8, SDS al 4%, glicerol al 20%, mercapto-etanol
al 10% y azul de bromofenol al 0.002%) a una concentracién de proteina igual para cada
muestra. Posteriormente se incubaron en bafio maria a 90 °C por un minuto, se
centrifugaron 15 seg a 1 500 x g en una microcentrifuga modelo Marathon micro A (Fisher
Scientific) y se aplicé a cada pozo del gel 50 pg de proteina total.

Al inicio de la electroforesis se aplicé un voltaje constante de 20 volts con una
fuente de poder modelo EC500-90 hasta que el colorante azul de bromofenol (utilizado
como indicador de migracién) llegé al gel de separacion, posteriormente se aumento el
voltaje a 40 volts . Cuando el indicador llegé al final del gel, se mantuvo el voltaje a 40
volts por una hora mas (para lograr una mejor separacién de las bandas de proteinas en el
gel). Los geles se fijaron con una solucién de TCA (10%) e isopropanol (25%) por una
hora, se tiftieron con una solucién de azul de Coomasie al 0.25%, metanol 50% y acido
acético 10% (Sigma) 30 min y se destiflieron con una solucién de metanol (30%) y acido
acético (10%) por 24 horas. Después de este tratamiento, los geles se secaron en un sistema
de alto vacio modelo 583 (Bio Rad). Para cada uno de los geles se utilizaron marcadores de
proteinas de alto y/o bajo peso molecular para geles de poliacrilamidad-SDS (Sigma). La
estimaci6n de los pesos moleculares de las bandas de proteina se describe posteriormente

en el apartado de analisis de geles de acrilamida por densitometria (4.8).

4.4. Marcaje radiactivo de protefnas con metionina [**S].

Para evaluar la expresién de proteinas después de un choque salino mediante un
marcaje radiactivo con metionina [3°S], se prepararon precultivos en matraces Erlenmeyer
de 300 ml con 50 m! de medio sintético completo, sin metionina (SC) [medio minimo

sintético con base nitrogenada, vitaminas y sales inorgénicas sin histidina, metionina y
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triptéfano (Difco)] y glucosa (2%); otro con YPM y YPM, NaCl 1.5 M. Los precultivos se
incubaron por 24 horas a 30° C en un agitador rotatorio a 250 rpm.

4.4.1. Chogue salino. En los cultivos del control y del tratamiento, las células se
cultivaron en tubos falcon de 15 ml con 5 ml de medio SC; con una densidad celular inicial
de 6 x 10° cel ml™ en presencia de 50 uCuries de L-metionina [*°S] grado para marcaje in
vivo y una actividad especifica de 1180 Curies/mmol (Amersham Pharmacia Biotech), sin
metionina fria y en el tratamiento del choque salino se afiadié NaCl 1.5 M. Los cultivos se
incubaron por 5 horas a 30 °C en agitador rotatorio a 250 rpm.

4.4.2. Estrés salino constante. Los cultivos del control y del tratamiento se hicieron
en tubos falcon de 15 ml con 10 ml de medio YPM se afiadieron 100 pCuries de L-
metionina [*°S], sin metionina fria y células del precultivo YPM sin sales para iniciar el
cultivo con una densidad celular de 7 x 10° cel ml". En el tratamiento del estrés salino
constante, se utilizaron las células del precultivo YPM, NaCl 1.5 M y se afiadié NaCl 1.5
M. Estos cultivos se incubaron por 15 horas a 30 °C en agitacién continua a 250 rpm.

Para determinar la incorporacién de metionina [*°S], se colocaron 40 pl de cada una
de las muestras en tubos eppendorf limpios, a los que se afiadié 760 pl de agua destilada,
200pl de TCA al 30% y se mantuvieron en un bafio de hielo por una hora para precipitar
las proteinas. Al final de la incubacién, las muestras fueron vertidas sobre filtros de fibra de
vidrio en un multifiltro (Millipore) y se lavaron con TCA al 8%, posteriormente se lavaron
con acetona al 80% a 4 °C. Cada filtro se colocé en un vial y se le afiadieron 5 ml de
liquido de centelleo para determinar las cuentas por minuto en un contador de centelleo
modelo LS6500 (Beckman).

En la electroforesis, las muestras de proteinas marcadas con [*°S] se aplicaron en
cada pozo del gel con igual mimero de cuentas por minuto, se cargaron dos valores de
cuentas por minmuto 1 x 10y 1x 10° cpm, las electroforesis se realizaron de acuerdo con el
protocolo II. Después de secar los geles en un sistema de alto vacio, estos se expusieron a
pelicula de rayos X BioMax (KODAK) por un periodo de 8 dias para las muestras de 1 x
10* ¢pm y 4 dias para las muestras de 1 x 10° cpm. Las peliculas de rayos X fueron
reveladas en un sistema de revelado automatico (KODAK) (Unidad de servicios de

Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular).
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4.5. Tratamientos de un estrés salino u osmotico constantes.

Para evaluar la posible diferencia entre los efectos de un estrés salino u osmético
constantes en la expresién de proteinas de D. hansenii, se realizaron tratamientos en
presencia de sales de Na* y K* como solutos de un estrés osmético y idnico y en presencia
de sorbitol como soluto de estrés osmético. Los precultivos y cultivos se hicieron con
maltosa como fuente de carbono, se inocularon matraces Erlenmeyer de 50 ml con 15 ml de
medio YPM; YPM, NaCl 2 M; YPM, KCI 2 M y YPM, sorbitol 2 M. Los precultivos se |
incubaron a 30 °C en un agitador rotatorio a 250 rpm por 24 horas.

4.5.1. Estrés salino constante. Los precultivos del control y los tratamientos salinos
se transfirieron a matraces Erlenmeyer de 125 ml con 50 ml del medio YPM sin sales y
YPM, NaCl 2 M 6 YPM, KCl 2 M respectivamente.

4.5.2. Estrés osmético constante. El precultivo del tratamiento osmético se transfirid
a un matraz Erlenmeyer de 125 ml con 50 ml del medio YPM, Sorbitol 2M.

Los cultivos del los tratamientos del estrés salino u osmoético constantes se

incubaron a 30 °C en agitacion continua por 15 horas.

4.6. Protocolo II para la extraccion de proteinas en células de D. hansenii.

La extraccién de proteinas de las muestras obtenidas en los experimentos del
marcaje radiactivo de proteinas (4.4) y de los tratamientos de un estrés salino u osmoético
constantes (4.5) se realizaron de acuerdo con el protocolo II (Figura 3).

4.6.1. Colecta de células. Las células de cada uno de los cultivos se colectaron en
una centrifuga SBV (Fisher Scientific) a 1 500 x g por 10 min y temperatura ambiente. El
paquete celular se lavé con 1 ml de agua destilada a 4 °C dos veces y se transfirid a tubos
eppendorf limpios. Las células lavadas se resuspendieron al 50% de su peso en
amortiguador de lisis [EDTA (1mM), Tritén X-100 (2%), SDS (1%), MES-TEA (10 mM)
pH 6 y PMSF (ImM)].

4.6.2. Lisis celular. El rompimiento celular se realizé en la suspensién celular con la
adicién de 0.4 g de perlas de vidrio en un agitador tipo Vortex modelo Genie-2 (Scientific
Industries) por 2 min y luego se mantuvieron en un bafio de hielo por 6 min (para evitar
calentamiento de la muestra); la agitacién se repitié tres veces hasta un total de 6 min.

Finalmente los tubos se centrifugaron en una microcentrifuga (Beckman) a 8740 x g por
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Diagrama de Protocolo II.

Crecimiento de precultivos de £. hansenii. De caja YPD-agar tomar colonias ¢ inocular 15 ml de medio YPM y 15 ml
de cada uno de los siguientes medios: YPM NaCl, KCl y sorbitol 2 M, incubar a 29 °C, en agitacién a 250 rpm por 24 hrs
o hasta una densidad de 1X 10 cel mi*.

Crecimiento de cultivos. Transferir ¢l precultivo YPM control a un matraz con 50 mi de medio YPM y cada uno de los
precultivos tratamiento a matraces con 50 ml de los siguientes medios: YPM NaCl, KCl y sorbitol 2 M, incubara 29°Cen
agitador rotatorio a 250 rpm por 15 horas.

Colecta de células por centrifugacion a | 500 x g 10 min. Posteriormente resuspender célutas
en agua destilada 2 una concentraci6n de c€lulas de: 0.5 gr ml.,

v

Rompimiento de células con amortiguador de lisis MES-TEA [MES (10 mM), EDTA (ImM),
PMSF, Tritdn X-100 (2%) y SDS (1%) y perlas de vidrio en agitacién por 6 minutos (en hiclo).

v

Centrifugar las muestras en microcentrifuga a 3740x g
por 15 seg a temperatura ambiente.

v
| A 4

La fraccidn del precipitado {(células En 1a fraccidn del sobrenadante se
sin romper) se descarta. se obtiene 1a mayor parte de las
proteinas solubilizadas.

A 4

Cuantificacion de proteinas con €l método de Lowry
Lectura de densidad dptica a 600 nm.

v

Electroforésis en geles de acrilamida a 7.5% , en presencia de dodecil sulfato de sodio y glicerol
método de Shagger y von Jagow (1987).

Figura 3. Diagrama del Protocolo II para la extraccién de proteinas en D. hansenii.
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15 seg a temperatura ambiente y el sobrenadante de cada muestra se transfirié a tubos
eppendorf limpios; estas muestras fuerop colocadas en un bafio de hielo hasta la
determinacién de proteinas o hasta su aplicacién en los geles de poliacrilamida para realizar
electroforesis.

4.6.2. Cuantificacién de proteinas. La concentracion de proteinas se determind con
el método de Lowry (1951). Se prepararon estandares de alblimina de suero bovino (BSA)
(Sigma) en concentraciones de 5 a 100 pg ml". Después se mezclaron 1 ml del estandar o
de la muestra diluidos 1:100 con 3 ml de solucién C de Lowry (solucion A [Na,CO; (2%),
NaOH (0.4%), CsHsNa,O¢(0.16%)] y solucién B[CuSO, (4 %)} en una proporcién 100:1) y
0.3 ml de solucién de Folin (Sigma) diluido 1:1 con agua destilada. Después de 30 min se
midié la densidad dptica a 660 nm en un espectrofotometro UV-VIS.

4.6.3. Electroforesis. Las electroforesis para este protocolo se realizaron de acuerdo
con el método de Shagger y von Jagow (1987), que incluye glicerol y triscina en la
elaboracién del gel de separacién y triscina en el amortiguador del catodo. Las
electroforesis se llevaron a cabo en una celda mini Protean II xi, de 7X10 cm (Bio Rad),
con geles a una concentracién de 7.5% de acrilamida. Al inicio de la electroforesis se aplico
un voltaje constante de 40 volts hasta que el azul de bromofenol llegé al gel de separacion,
en ese momento se aumento el voltaje a 80 volts, cuando el colorante liegé al final del gel,
se mantuvo el voltaje a 80 volts por dos horas mas. Después de la electroforesis los geles

se fijaron y tiflieron como en el protocolo I (4.3.5).
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4.7. Fraccionamiento celular.

Para determinar la posible localizacién de las proteinas con un cambio de expresion
en los tratamientos de un estrés salino u osmdtico constantes (4.5), se realizé un
fraccionamiento celular por centrifugacién (Figura 4), se obtuvieron precultivos y cultivos
de D. hansenii de acuerdo con el Protocolo IT (4.6). Las células de cada cultivo se
colectaron por centrifugacién en una centrifuga clinica IEC (International Equipment
Company) a 965 x g por 10 min a temperatura ambiente, el paquete celular se lavo con 1 ml
de agua destilada a 4 °C dos veces y se transfirié a un tubo eppendorf limpio, las células
lavadas se resuspendieron al 50% de su peso en el amortiguador MES-TEA 10 mM pH6y
sorbitol 0.6 M. Las células de cada muestra se rompieron con 0.3 g de perlas de vidrio y
PMSF (1mM), con agitacién en agitador tipo Vortex modelo Genie-2 (Scientific Industries)
2 min y luego en bafio de hielo por 6 min, la agitacion se repitié tres veces para cada
muestra hasta un total de 6 min. Después de la lisis celular las muestras se centrifugaron a
1, 460 x g por 10 min a 4 °C en una centrifuga MR 18.12 (Jouan) con un rotor de angulo
fijo. E! sobrenadante de cada muestra se coloco en tubos eppendorf limpios. Con estos
sobrenadantes se inicié el fraccionamiento celular de proteinas por centrifugacion que
consisti6 en la centrifugacion de los sobrenadantes a 17 000 x g por 30 min a 4 °C en una
ultra centrifuga (Beckman) con un rotor de 4ngulo fijo modelo TL 100.2. El precipitado que
se obtuvo (fraccién con las proteinas de la mitocondria) se resuspendié en 50 pl de
amortiguador MES-TEA pH 6 y Sorbitol 0.6 M, el sobrenadante se centrifugb a34 500x g
por 45 min a 4 °C, consiguiéndose dos fracciones: Sobrenadante (fraccion de proteinas de
citoplasma) y precipitado (fraccién de proteinas de la membrana plasmatica), estos se
resuspendieron en 50 ul de amortiguador MES-TEA pH6 y Sorbitol 0.6M.

De cada sobrenadante y precipitado que se obtuvieron con el fraccionamiento de
proteinas, se tomaron dos alicuotas una se utiliz6 para la determinacién de la concentracion
de proteinas totales y la otra se utilizd para realizar la electroforesis respectiva. La
determinacién de la concentracién de proteinas y la electroforesis se hicieron de acuerdo

con el protocolo II (4.6).
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Fraccionamiento celular.

Utilizacién del protocolo I para el precultivo y el cultivo. Colecta de cétulas por centrifugacién a 965 x g
por 10 min a temperatura ambiente. Resuspender células al 50% de su peso en amortiguador: MES-TEA

(10 mM) pH6 y sorbitol (0.6 M).

Rompimiento celular con perlas de vidrio en agi-
tacién por 6 min (en hiclo). Centrifugar muestras a
1460 x gpor 10mina 4 °C

.
: '

Sobrenadante (Fraccién cruda) centri- Precipitado (células sin romper)
fugara 17000x g30mina4°C. se descarta,

Precipitado (Fraccidn de proteinas asocia-
———®{ das a las mitocondrias). Cuantificacién de
proteinas y electroforesis (Protocolo II).

Sobrenadante, tomar una alicuota para

la cuantificacién de proteinas y electrofo-
resis. Centrifugar a 34 500 x g por 45 min
a4°C.

Precipitado (Fraccién de proteinas

» de la membrana plasmética). Cuantifica-
cion de proteinas y electroforesis (Proto-

colo II).

Y

Sobrenadante (Fraccidn de proteinas del ci-
toplasma). Cuantificacion de proteinas y elec-
troforesis (Protocelo II).

Figura 4. Diagrama del fraccionamiento celular por centrifugacion.




4.8. Anilisis de los geles de acrilamida por densitometria.

Los geles fueron analizados en un densitémetro Modelo GS-690 Imagin
Densitometer (Bio Rad). Los geles teflidos con azul de Coomasie se vizualizaron con la
opcién del filtro rojo, con un margen de valores de longitud de onda de 595 a 750 nm, y los
radiogramas correspondientes a los geles con muestras de proteinas marcadas con
metionina [*>S] se analizaron con la opcién de filtro escala de grises, con un margen de
valores de longitud de onda de 400 a 750 nm. El densitémetro es un fotémetro modificado
que detecta la luz o radiacién que es transmitida o reflejada por las bandas de proteina en el
gel. El programa Multi-Analist versién 1.1 digitaliza los datos de absorbancia y muestra los
siguientes valores: coordenadas en los ejes X, Y y Z, que indican la posicion horizontal,
vertical y la intensidad de la banda de proteina en el gel respectivamente. Las unidades de
las coordenadas X y Y son milimetros o centimetros, las unidades de la coordenada Z son
unidades de densidad 6ptica. El programa estima los pesos moleculares de las bandas de
proteina que hay en cada carril de un gel, a partir de un analisis de regresion lineal negativo
(nivel de confianza del 98%) con los datos de movilidad relativa (valores de las
coordenadas X y Y) de los estandares de proteinas de peso molecular conocido y el log;o de
su peso molecular. También muestra una gréfica de la densidad 6ptica contra la movilidad
relativa de las proteinas en cada carril de un gel, en la grafica cada banda de proteina es
representada como una curva con altura y 4rea definidas.

Los datos de altura y 4rea de las grificas obtenidos, se exportaron al programa de
graficos Microcal Origin version 5, para su andlisis. En este programa se hizo un ajuste de
la linea de base de cada grafica, también se suavizaron las gréficas de cada gel, con el
método de promedios adyacentes. Los datos obtenidos se normalizaron con su control
respectivo. A partir de los datos normalizados se obtuvo la altura de cada pico (cuando la
muestra incluye proteinas sin purificar es preferible utilizar los datos de altura en lugar de
4rea, que solo se recomiendan para muestras con proteinas puras), correspondiente a las
bandas de proteina y una relacién de la diferencia entre las alturas de las bandas de proteina
de los tratamientos y las del control respectivo. Se definié como cambio significativo de la
expresién de proteinas, cuando el valor de la relacién de cada banda fue mayor 6 igual a 0.5

veces con respecto al control.
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5. RESULTADOS.

Crecimiento de D. hansenii en condiciones experimentales. Con objeto de
determinar las condiciones de cultivo de la levadura D. hansenii en las condiciones
experimentales, se llevaron a cabo curvas de crecimiento en cultivos con medio YPD con
una duracion de hasta 42 horas, en presencia y ausencia de sales de Na" y K* . Los cultivos
se iniciaron con una densidad celular de 3 x 10° cels mI”, considerando como indicador del
crecimiento ¢l nimero de células por mililitro. La Figura 5 muestra las curvas de
crecimiento obtenidas para D. hansenii en ausencia y presencia de sales. Los valores del
tiempo de duplicacién se calcularon a partir de las curvas de crecimiento de tres
experimentos independientes, considerando inicamente la fase exponencial, y con ello se
determind el tiempo de colecta en los experimentos de choque salino. En las curvas de
crecimiento con medio YPD sin sales se obtuvo un valor promedio del tiempo de
duplicacién de 3:30 horas y en las curvas de crecimiento de los tratamientos con medio
YPD y NaCl 6 KCI 1 M se obtuvieron valores promedio del tiempo de duplicacion de 4:30
horas y 4:20 horas respectivamente. Con estos valores del tiempo de duplicacién se

establecié que el tiempo de incubacion una vez que se ailadiera NaCl 1M seria de cuatro y

media horas.
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Figura 5. Curvas de crecimiento de D. hansenii en diferentes condiciones experimentales de

cultivos. Datos tipicos de un experimento.
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Expresion de proteinas después de choque salino o térmico.

Para evaluar el efecto de choque salino, térmico o ambos en presencia de dos
fuentes de carbono distintas sobre la expresién de bandas de proteina, se disefiaron dos
experimentos con tres tratamientos cada uno (Figura 1). En uno de los experimentos se
utilizé glucosa y en el otro se utilizé galactosa. En el primer tratamiento células de D.
hansenii fueron expuestas a un choque salino con NaCl 1 M; en el segundo se aplicé un
choque térmico, que consistié en cambiar la temperatura del cultivo de D. hansenii de 29°C
a 35 °C por 45 minutos; y en el tercero se incluyé ¢l efecto combinado de choque salino y
témmico, en el cual D. hansenii fue expuesta a NaCl 1M y a un cambio de temperatura de

29°C a 35 °C por 45 minutos.

'La extraccién de las proteinas en las muestras del control y tratamientos se realizo
de acuerdo con el protocolo I (Figura 2) hasta la obtencién de un sobrenadante inicial
después de centrifugar a 21 000 x g por 4 horas a 4 °C. Las graficas obtenidas por medio
del analisis de densitometria de los geles con muestras de proteinas totales de las fracciones
crudas de los tratamientos arriba mencionados se presentan agrupadas en las Figuras 6 y 7
de acuerdo cé_m la fuente de carbono que se utilizé.

En la Figura 6 se presentan las graficas donde se utilizé glucosa como fuente de
'carbonbl: En general en estas graficas solo se observan cambios menores en la expresién de
banidas de 'proteina con respecto al control, sin embargo es _importante sefialar estos
cambios. Se encontré similitud en algunos de los valores de peso molec.ular de las bandas
de proteina con un cambio de expresién en cada tratamiento; como las bandas' de proteina
de 47, 49 + 1 y 112 kDa cuya expresién aumenté en el tratamiento de choque salino (Figura
6-a) y en el tratamiento del efecto combinado de choque salino y térmico (Fighra 6-c), la
presencia de estas tres bandas en ambos tratamientos indica que son una respuesta a choque
‘'salino, porque se inducen con el efecto combinado de salinidad y temperatura; por el
contrario 1a banda de 78 kDa que aumento en el tratamiento de choque térmico (Figura 6-b)
y del efecto combinado (Figura 6-c) sugiere que es una proteina de respuesta a choque
térmico; mientras que la banda de 44 kDa que aumenté solo en presencia de choque
térmico (Figura 6-b), probablemente sea una proteina de respuesta a un choque térmico que

no se induce en presencia de un efecto combinado.
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Figura 6. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante electroforesis y
analizados por densitometria, en células de D. hansenii creciendo en medio YFD.
Fracciones crudas de (a) Choque salino, (b) Choque térmico y (c) Efecto combina-
do de chogue salino y térmico. La flecha indica la direccién de la migracién de las
bandas de proteina en el gel durante la electroforesis. Los sfmbolos (+, -) sefialan
el aumento y la disminucién de la banda de proteina con respecto al control, el pe-
so molecular de las bandas de proteina que cambian se muestra entre paréntesis.
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Al sustituir la fuente de carbono por galactosa (Figura 7), se observo en los tres
tratamientos el aumento significativo en la expresién de una banda de proteina de 40 £ 1
kDa es probable que el aumento de esta banda sea una respuesta general a condiciones de

choque salino y/o térmico.

En el tratamiento de choque salino (Figura 7-a) y del efecto combinado (Figura 7-¢),
se observé el aumento en la expresién de dos bandas de proteina de 42 y 44 kDa, mientras
que en presencia del choque térmico (Figura 7-b) estas bandas disminuyeron. El aumento
en los dos tratamientos sugiere que estas dos bandas de proteina son una respucsta

especifica para choque salino.

En lo relativo a los tratamientos de choque térmico y del efecto combinado, los
cambios mas importantes fueron el aumento en la expresién de una banda de proteina de 52
kDa y la disminucién de una banda de 57 kDa (Figura 7-b y c) que en condiciones de
choque salino (Figura 7-a) no presentaron un cambio apreciable, el cambio especifico de
estas bandas de proteina en condiciones de choque por temperatura y de un efecto
combinado sugiere que son proteinas de respuesta especifica a choque térmico. En este
tratamiento de choque térmico también se observé el aumento significativo de tres bandas
de proteina de 65, 78 y 82 £ 1 kDa, pero no en el efecto combinado debido probablemente a
que estas proteinas son mas sensibles al efecto de sal que al de temperatura, sin embargo se

considera que su aumento es una respuesta especifica a choque térmico.

Estos resultados sugieren que no existe un conjunto comun de proteinas que se
modifique cuando las células de D. hansenii son expuestas a un estrés salino o térmico. Es
decir, el cambio en la expresién de proteinas es especifico y diferente para cada tipo de

estres.

Por lo que respecta a la fuente de carbono utilizada, se confirmo que hay una
diferencia en los patrones de expresion de proteinas, ya que en presencia de glucosa los
cambios que se observaron fueron minimos en comparacién a los cambios observados en
presencia de galactosa; esto indica que D. hansenii posiblemente €s mas sensible a choque

salino o térmico cuando crece en un medio con galactosa.
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Figura 7. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante electroforesis y analizados

por densitometria, en células de D. hansenii creciendo en medio YPG. Fracciones crudas

de () Chogque salino, (b) Choque térmico y (c) Efecto combinado de choque salino y térmico.
La flecha indica la direccién de la migracién de las bandas de proteina en el gel durante la
electroforésis. Los simbolos (+ , -) sefialan el aumento y la disminucién de la banda de pro-
teina con respecto al control, el peso molecular de las bandas de proteina que cambian se
muestra entre paréntesis.
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Determinacién de la expresion de proteinas después de choque salino mediante
fraccionamiento por precipitacién con sulfato de amonio.

Para obtener una mejor separacién de las bandas de proteina que presentaron un
cambio en su expresion durante condiciones de choque salino se incluyé en el protocolo I el
fraccionarniento por precipitacién con sulfato de amonio, después de centrifugar las
muestras a 21, 000 x g, los sobrenadantes se trataron con sulfato de amonio a 50% de
saturacién (Figura 2). La figura 8 muestra las graficas que se obtuvieron luego del andlisis
por densitometria del gel correspondiente a las fracciones anteriores.

Al comparar las tres graficas de la figura 8, se observé que las bandas de proteina de
43, 66, 81, y 190 kDa, que presentaron cambios menores en su expresi6n antes del
fraccionamiento por sulfato de amonio (Figura 8-a) luego del fraccionamiento se ven
enriquecidas; en la fraccién del sobrenadante (Figura 8-b) se observé el aumento de las
bandas de proteina de 41, 43, 57, 66, 81, 141 y165kDayenla fraccién del precipitado
(Figura 8-c) se observo el aumento de las bandas de 35, 43, 66, 125, 134 y 188 kDa.

Estos resuitados sugirieren la separacion efectiva de proteinas con el corte de sulfato

de amonio a 50 % de saturacion.

Marcaje de proteinas con metionina [*°S] después de choque salino.

Se realizé un marcaje radioactivo de proteinas con metionina [*°S] en condiciones
de choque salino y se consider$ el incremento en la concentracién de NaCl para aumentar
los cambios en la expresién de proteinas luego de un choque salino. En este marcaje
radioactivo de proteinas, se utilizé el medio SC, NaCl 1.5 M y 50 uCi de L-metionina s}
las células se colectaron después de cinco horas de incubacién. La figura 9 muestra la
grifica del andlisis por densitometria del radiograma obtenido a partir del gel con muestras
del control y de! tratamiento. En esta grafica se observé el anmento de cuatro bandas de
proteina de 70, 92, 107 y 153 kDa y la disminucién de siete bandas de 39, 44, 50, 61, 79,
116 y 184 kDa. Las bandas de proteina que tuvieron un cambio significativo fueron las
bandas de 39, 44, 79 y 153 kDa. La reduccién en el ntimero de bandas de proteina sugiere
que la concentracién de metionina [*°S] no fue suficiente para aseguraf su incorporacion en
todas las proteinas que se sintetizaron después del chogque salino; sin embargo este

resultado también sugiere que D. hansenii expuesta a las condicicnes de choque salino
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Figura 8. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante electroforesis y ana-
lizados por densitometria, en células de D. hansenii creciendo en medio YPD.

(a) Fracciones del sobrenadante después de centrifugar a 21 000 x g. Fracciones
obtenidas por el corte de sulfato de amonio a 50 % de saturacién del (b) Sobrena-
dante y del (c) Precipitado. La flecha indica la direccién de la migraci6n de las
bandas de proteina en el gel durante la electroforesis. Los simbolos (+,-) sefialan
el aumento o la disminucién de la banda de proteina con respecto al control, el pe-
so molecular de las bandas de proteina que cambian se muestran entre paréntesis.
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Figura 10. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante electroforesis y analizados
por densitometria, en células de D. hansenii creciendo en medio YPM. Fracciones crudas de

proteinas marcadas radioactivamente con metionina [*°S], control y tratamiento del estrés
salino constante con NaCl 1.5 M. La flecha indica la direccién de la migracién delas bandas
de proteina en el gel durante la electroforesis. Los simbolos (+,-) sefialan el aumento o la dis-
minucion de la banda de proteina con respecto al control, el peso molecular de cada banda de
proteina que cambié se muestra entre paréntesis.
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empleadas, no requiere de la sintesis de un gran nliimero de proteinas para contrarrestar los

efectos de un choque salino.

Marcaje de protefnas con metionina [*°S] en condiciones de estrés salino constante.
Para determinar los cambios en la expresién de proteinas en condiciones de estrés
salino constante, se realiz6 un marcaje radioactivo de proteinas con L-metionina [*°S}], para
ello las células se cultivaron en medio YPM con NaCl 1.5 M y 100 pCi de metionina [*s]
por 15 horas. El anilisis por densitometria del radiograma correspondiente al gel con
muestras del control y del tratamiento se muestra en la figura 10. En la grafica de esta
figura, se observé el aumento de seis bandas de proteina de 35, 65, 69, 79, 82 y 196 kDay
la disminucién de cinco bandas de proteina 36, 38, 106, 124 y 145 kDa. El cambio
significativo de las bandas de proteina cuya expresién aumento después de incubar a las
células por 15 horas, en las condiciones del estrés salino constante, sugieren que €stas son
las principales proteinas que D. hamsenii sintetiza como respuesta a un estrés salino

constante.

Expresién de proteinas en condiciones de estrés salino u osmdtico constantes.

Para evaluar si el cambio en la expresién de las bandas de proteinas encontrado
después de estrés salino era una respuesta celular debida a la presencia de sal o una
respuesta celular debida a presién osmética, se prepararon cultivos en los que células de D.
hansenii se cultivaron en presencia de estrés salino constante por NaCI 2M 6 KCI12M y la
presencia de estrés osmético constante con sorbitol 2 M. El analisis por densitometria del
gel correspondiente se muestra en las graficas de la Figura 11.

Al comparar los patrones de las bandas de proteina de los tratamientos del estrés
salino constante (Figura 11-a y b) se observaron diferencias menores, es decir la mayoria
de los pesos moleculares de las bandas de proteina que presentaron un cambio en su
expresién fueron iguales en ambos tratamientos como el aumento de las bandas de proteina
de 39,44 + 1,50 + 1, 90 y 97 kDa y la disminucién de las bandas de proteina de 42, 62 y
161 + 1 kDa; solo fueron diferentes una banda de proteina de 35 kDa, que aumentd en el
tratamiento con NaCl 2 M (Figura 11-a) y dos bandas de proteina de 66 y 113 kDa en el
tratamiento con KCI1 2 M (Figura 11-b), la primera desaparecid y la segunda aumento.

43




=
o
(a) 0'107 +
Y PAt Control.
YPM NaCl 2M.
0.15 4
—~
§ 9 g
—~
- o< o~
G o10- é [ é "-} —_ =
a o 3 !
3 e
— 3 ~
s =
005 4 :
6.00 .
0 ' b 3 4
—_—
Distancia de migracidn de bandas de proteina en geles de acrilamida (cm)
g
(b) 0,10 S
e
1 ¥ PM Controi.
Y PM KC12M.
615 _
g z 7
s 2 g
— 2 —
L + p=A é :;r:
! :
(=} o
g K4
I
o
0.05 @,
ry
0.00 T T ——
4 s 6
—_—— . . . . - -
Distancia de migracidn de bandas de proteina en geles de acrilamida (em).
-
© o 3
= ——— Y PM Control
~ ——— YPM sorbitol 2 M
0,15 - —_
g &
= -
o~ e
o 010 = +
d .
0.0
0.00 T 1 T T 4 1
| ? 5 4 s 6

0

—_——

Distancia de migracién de bandas de proteina en geles de acrilamida (cm).

Figura 11. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante electroforesis y analiza-
dos por densitometria, en células de D. hansenii creciendo en medio YPM. Fracciones

(a) Tratamiento con NaCl 2M, (b) Tratamiento con KCI 2M y (¢) Tratamiento con
sorbitol 2M. La flecha indica la direccion de la migracion de las bandas de proteina en el
gel durante Ia electroforesis. Los simbolos (+,-) sefialan el aumento y la disminucion de
]a banda de proteina con respecto al control, el peso molecular de cada banda de proteina

crudas,

que cambio se muestra entre paréntesis.
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En la comparacién de los patrones de las bandas de proteina de los tratamientos de
estrés salino (Figuras 11-a y b) y osmético constantes (Figura 11-c) se observo una
diferencia mayor en el peso molecular de las bandas que aumentaron entre los tres
tratamientos, especialmente en presencia del tratamiento con sorbitol 2 M aumentaron dos
bandas de 33 y 66 kDa y diminuyeron tres bandas de proteina de 51, 57 y 81 kDa. Entre los
tratamientos de NaCl 2 M y KC1 2M se observé mayor similitud en el cambio de expresion
de las bandas de proteina que con cualquiera de los tratamientos de sal contra sorbitol.
Estos resultados de forman general indican que D. hansenii incrementa o disminuye
proteinas de forma muy diferente cuando el estrés es salino u osmético, y al parecer D.

hansenii tiene una respuesta similar a NaCl y KCl en las condiciones empleadas.

Al comparar los resultados obtenidos con los dos protocolos se estableci6 que el
protocolo II modificado (Figura 3) mejora sustancialmente la observacion de proteinas
inducidas por estrés salino. En este protocolo se distingue el cambio en el amortiguador de
lisis, la utilizacién de perlas de vidrio para el rompimiento celular y el uso del método de
Shagger y von Jagow (1987) para la electroforesis. Este ultimo permite una mejor

separacién de bandas de proteinas cuyo peso molecular va de 1 a 100 kDa.

Localizacién celular de las proteinas que se expresan significativamente en presencia
de estrés salino u osmético contantes.

Para determinar si la expresion de las bandas de proteina que se vieron modificadas
en los tratamientos de NaCl, KCl y sorbitol 2 M estd asociada a alguna fraccién celular en
particular, se llevo a cabo un fraccionamiento celular por centriﬁ.lgé,cién {Figura 4). A
continuacién se describen las gréficas de las fracciones que se obtuvieron con el anlisis
por densitometria de los geles respectivos.

En la figura 12, se muestran las grificas de las fracciones del sobrenadante de cada
tratamiento, después de centrifugar a 17 000 x g. En cada uno de los tratamientos se
observaron cambios especificos en la expresién de proteinas, en el tratamiento con NaCl 2
M (Figura 12-a) aumenté una banda de proteina de 93 kDa, en el tratamiento con KCi2 M
(Figura 12-b) aument6 una banda de 60 kDa y disminuy6 una banda de 57 kDa y en el

tratamiento con sorbitol 2 M (Figura 12-¢) aparecié una banda de 43 kDa, aumento una
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Figura 12. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante electroforesis y
analizados por densitometria, en células de D. hansenii creciendo en medio YPM.
Fracciones del sobrenadante después de centrifugar a 17 000 x g (a)NaCl2 M,

(b) KC12 M y (c) sorbitol 2 M. La flecha indica la direccién de la migracién de

las bandas de proteina en el gel durante la electroforesis. Los simbolos (+,-) se-
#ialan el aumento o la disminucién de la banda de proteina con respecto al control.

El peso molecular de las bandas de proteina que cambian se muestra entre paréntesis.

46




banda de 57 kDa y disminuy6 una banda de 76 kDa. Por lo que respecta a la similitud en
los cambios de la expresién de proteinas, en los tres tratamientos se observo ¢l aumento de
cinco bandas de proteina de 49, 67 + 1, 85,87 y 104 kDa y la disminucién de tres bandas
de 110, 113 y 151 + 1 kDa. Estos cambios confirman que D. hansenii tiene proteinas
especificas y de respuesta general al estrés salino u osmético.

Las graficas de las fracciones que corresponden al precipitado después de
centrifugar a 17 000 x g, consideradas como proteinas asociadas a las mitocondrias, s¢
muestran en la figura 13. Los cambios especificos para cada tratamiento fueron los
siguientes: en el tratamiento con NaCl 2 M (Figura 13-a), aumentaron dos bandas de 75 y
97 kDa y disminuyeron dos bandas de 61 y 82 kDa; en el tratamiento con KC1 2 M (Figura
13-b), aumentaron dos bandas de proteina de 50 y 110 kDa y disminuy6 una banda de 57
kDa; y en el tratamiento con sorbitol 2 M (Figura 13-c), aumentaron dos bandas de proteina
de 95y 119 kDa y disminuyeron cinco bandas de proteina de 48, 51, 80, 85 y 112 kDa.
Los cambios similares en la expresion de proteinas para los tres tratamientos fue el aumento
de una banda de 46 + 1 kDa y la disminucién de la banda de 68 = 1 kDa. En los
tratamientos con NaCl 6 KCl 2 M se observé la disminucién de dos bandas de proteina de
89+ 1y 118 £1kDa, en los tratamientos con NaCl y sorbitol 2 M se observé el aumento
de una banda de 56 + 2 kDa y entre los tratamiento con KCl y sorbitol se observé similitud
en el aumento de una banda de proteina de 72 + 1 kDa. La constancia de 1a banda ded6t1
kDa en todos los tratamientos sugiere que su expresién es una respuesta general al estrés
salino y osmético que presenta D. hansenii a nivel de organelos como las mitocondrias.
Mientras que el aumento de la banda de 119 kDa solo en el tratamiento osmoético sugiere
una respuesta especifica al estrés osmético.

Después de centrifugar a 34 500 x g se obtuvieron dos fracciones, sobrenadante y
precipitado; la primera asociada a las proteinas de citoplasma y la segunda a las proteinas
de la membrana plasmatica. Las graficas de las fracciones del sobrenadante de cada
tratamiento se muestran en la figura 14. En el tratamiento con NaCl 2 M (Figura 14-a) se
observé el aumento especifico de tres bandas de proteina de 45, 93 y 106 kDa. En el
tratamiento con KC1 2 M (Figura 14-b) disminuyeron tres bandas de proteina de 47, 48 y 50
kDa. En la respuesta al tratamiento con sorbitol 2 M (Figura 14-c), se observé ¢l aumento

especifico de dos bandas de proteina de 48 y 63 kDa y la disminucién de una banda de 153
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Figura 13. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante electroforesis y
analizados por densitometria, en células de D. hansenii creciendo en medio YPM
Fracciones del precipitado después de centrifugar a 17 000 x g. (a) NaCl 2 M,

(b) KC1 2 M y (c) sorbitol 2 M. La flecha indica la direccién de la migracidn de las
bandas de proteina en el gel durante la electroforesis. Los simbolos (+,-) sefialan el
aumento o la disminucién de la banda de proteina con respecto al control. El peso
molecular de las bandas de proteina que cambian se muestra entre paréntesis.
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Figura 14. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante efectroforesis y anali-

zados por densitometria, en células de D. hansenii creciendo en medio YPM. Frac-
ciones del sobrenadante después de centrifugar a 34 500 x g. (a) NaCl 2 M; (b) KCI

2 M y (c) sorbitol 2 M. La flecha indica la direcci6n de la migracién de las bandas de
proteina en el ge! durante la electroforesis. Los simbolos (+,-) seffalan el aumento o la
disminucién de la banda de proteina con respecto al control. El peso molecular de las
bandas de proteina que cambian se muestra entre paréntesis.
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Figura 15. Patrones de bandas de proteina obtenidos mediante electroforesis y ana-
lizados por densitometria, en cétulas de D. hansenii creciendo en medio YPM.
Fracciones del precipitado después de centrifugar a 34 500 x g. (a) NaCl 2 M;

(b) KC1 2 M y (c) sorbitol 2 M. La flecha indica la direccién de la migracién de las
bandas de proteina en el gel durante la electroforesis. Los simbolos (+,-) sefialan el
aumento o la disminucién de la banda de proteina con respecto al control. El peso
molecular de las bandas de proteina que cambian se muestra entre paréntesis.
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kDa. Los cambios en la expresién de bandas de proteina que tuvieron similitud en los tres
tratamientos fueron el aumento de dos bandas de 54 + 1 y 66 + 1 kDa y la disminucién de
tres bandas de 43, 60 y 117 + 1 kDa. En los dos tratamientos salinos se observé el aumento
de una banda de proteina de 154 kDa y entre los tratamientos con KCl y sorbitol se observo
similitud en el aumento de una banda de proteina de 85 1 kDa, la similitud en la expresion
de ésta banda sugiere principalmente un efecto osmético. En general las proteinas cuya
expresién cambio a nivel del citoplasma confirma en la levadura D. hansenii la existencia
de respuestas especificas y generales a condiciones de estrés salino y osmético.

En las graficas de las fracciones del precipitado o de las proteinas asociadas a la
membrana plasmética se muestran en la figura 15. En los tratamientos con NaCl 2 M
(Figura 15-a) y KC1 2 M se observé el aumento de tres bandas de proteina de proteina 40,
46 y 93 kDa y la disminucién de una banda de 83 kDa. En el tratamiento con sorbitol 2 M
(Figura 15-c) no se observé el aumento de cambios especificos. Por lo que respecta a la
similitud en los cambios de la expresién de proteinas para los tres tratamientos en esta
fraccién, se observé el aumento de tres bandas de proteina de 66, 75 y 103 + 1kDay la
disminucién de cuatro bandas de proteina de 52, 54, 79 £ 1 y 109 + 1 kDa. En general estos
cambios sugieren que D. hansenii expuesta a condiciones de estrés salino tiene proteinas de

respuesta especifica y general a nivel de la membrana plasmatica.
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6. DISCUSION.

Uno de los objetivos de la presente tesis fue el de determinar un protocolo de
extraccién de proteinas, que al ser resueltas por medio de electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS de una dimensién, permitiera observar cambios en la expresién de
proteinas luego de someter a células de D. hansenii a estrés salino u osmotico. Asi mismo
se propuso encontrar las mejores condiéiones de estrés salino y osmético que permitieran
observar con claridad un cambio en la expresién de proteinas.

El protocolo con que se obtuvieron mejores resuitados en la extraccion de proteinas
y visualizacién de cambios en la expresién de proteinas fue el protocolo II. Las ventajas
mas importantes de este protocolo fueron las siguientes: Primero la utilizacién de maltosa
como fuente de carbono en los medios de cultivo. Aunque las levaduras que fermentan
como S. cerevisiae crecen bien en presencia de glucosa como fuente de carbono (Mattews y
Webb, 1991), se ha determinado que la glucosa ejerce un efecto represivo en la actividad
y/o sintesis de una variedad de enzimas del metabolismo ﬂe algunos azicares (represion
catabolica). Este efecto ocurre en el grupo de las levaduras que fermentan en condiciones
de crecimiento aerébico sobre glucosa fructosa y manosa (Gancedo y Serrano, 1989). Uno
de los productos de la oxidacién de la glucosa es el ATP, la concentracton clevada de ATP
inhibe principalmente la actividad glicolitica de enzimas como la fosfofrutoquinasa y la
piruvato quinasa (Larsson et al., 2000). La represién catabélica produce una disminucién
del metabolismo de la levadura y con esto un menor crecimiento celular. Por ello se
recomienda hacer ensayos con diferentes fuentes de carbono para determinar las
condiciones optimas de crecimiento de la levadura de interés (Brown y Tuite, 1998). En el
presente trabajo se establecié que la utilizacién de maltosa en los medios de cultivo mejoré
sustancialmente la observacién de cambios en la expresidon de proteinas. D hansenii
levadura que respira ha sido reportada como una levadura capaz de asimilar maltosa
(Kreger-van Rij, 1984; Prillinger et al., 1999) y Thomé-Ortiz (1995) observé que la maltosa
utilizada como fuente de carbono favorece el crecimiento de D. hansenii.

Segundo el aumento de la concentracién de NaCl de 1M hasta 2M. En el trabajo de
Neves et al. (1997) sobre el crecimiento de D. hansenii en presencia de NaCl 1 M, se

reporté que a esta concentracion de Na* los parimetros de crecimiento no se vieron
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afectados, ya que la velocidad méxima de crecimiento, la duracién de la fase de retardo y la
biomasa no presentaron variaciones importantes con respecto al control; mientras que D.
hansenii expuesta a NaCl 2 M, present6 cambios importantes en la velocidad méaxima de
crecimiento la que disminuyd, asi como la duracién de la fase de retardo que aument6 y la
menor biomasa con respecto al control, en el presente trabajo la mayor sensibilidad de D.
hansenii a una concentracién 2 M de Na* se observé en el aumento de los cambios en la
expresion de proteinas de respuesta al estrés salino.

E! rompimiento celular con perlas de vidrio, que se llev6 a cabo en un menor tiempo
si se compara con la duracién del rompimiento en la prensa de French, este iltimo se
considera como una desventaja si se tienen que procesar varias muestras, en particular
cuando en la mayoria de los casos las muestras se pasaron tres veces por la prensa y €s
necesario evitar la degradacién de proteinas (Catley, 1988; Beynon, 1989; Tuite y Oliver,
1991).

El analisis de proteinas mediante la efectroforesis con el método de Shagger y von
Jagow, por otro lado mejoré la resolucion y definicién de bandas de proteina con pesos
moleculares entre 30 a 100 kDa en comparacién al método de Laemmli con el cual se
obtuvo una mejor resolucién de bandas de proteina de peso molecular elevado o mayores a
100 kDa, lo cual representd una desventaja debido a que se necesitaba determinar el mayor

mimero de cambios en la expresién de proteinas y no solo las de peso molecular elevado.

En la evaluacion del choque salino (NaCl 1 M) y del térmico (35° C por 45 min) asi
como del efecto combinado de ambos en presencia de dos fuentes de carbono distintas, se
encontré de forma general que en presencia de glucosa no hay cambios significativos en la
expresion de proteinas en los tres tratamientos mientras que en presencia de galactosa hay
cambios significativos tanto en la concentracidn aparente de proteinas, como en el nimero
de las que presentan dichos cambios.

A pesar de que los cambios en la expresion de proteinas fueron menores en
presencia de glucosa se observé que hay una diferencia entre las proteinas de respuesta a
choque salino y a choque térmico.

Los cambios en la expresién de bandas de proteina que se observaron en el choque

salino, fueron también evidentes en el tratamiento del efecto combinado (bandas con pesos
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aproximados de 40, 47, 49 y 112 kDa), mientras que solamente una banda de 78 kDa fue
observada en comiin en los tratamientos de choque témmico y del efecto combinado. Estos
resultados sugieren que D. hansenii creciendo en un medio con glucosa como fuente de
carbono y expuesta simultineamente a un choque salino y térmico, es mas sensible al
efecto del NaCl que al efecto térmico.

Por otro lado cuando se utilizé galactosa como fuente de carbono se encontré que
los cambios en la expresién de proteinas con choque salino o térmico inducen en ambos
casos dos proteinas de 39 + 1 y 54 + 1 kDa, que podrian ser consideras proteinas de
respuesta general a choque salino y térmico, aunque se observa mayor similitud en el
cambio de la banda de 39 = 1 kDa en los tratamientos del choque salino y el efecto
combinado. Aunado a ello la banda de proteina de 54 + 1 kDa no se observa en el
tratamiento del efecto combinado por lo que se descarta la posibilidad de que ambas
proteinas son proteinas de respuesta general, probablemente la banda de proteina de 39
1 kDa es mas especifica para choque salino y podria representar a la enzima osmo-
inducible glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, con un peso molecular reportado de 43 kDa
(Nilsson y Adler, 1990). En presencia de galactosa, el tratamiento de choque térmico
mostré un mayor niimero de cambios en las bandas de proteina; en particular las bandas de
52 y 57 kDa que disminuyeron apreciablemente también fueron aparentes en el tratamiento
del efecto combinado, por lo que podrian considerarse como proteinas de respuesta
especifica a choque térmico. Otras bandas de proteina que no se apreciaron en el efecto
combinado, pero cuya variacién si se observé en el tratamiento de choque térmico fueron
las bandas de pesos aproximados de 65, 78 y 82 kDa, que podrian haber aumentado su
expresion relativa en el tratamiento del efecto combinado, debido probablemente a la
mayor susceptibilidad de D. hansenii al estrés salino que al térmico.

La observacién mas importante al utilizar las dos fuentes de carbono fue la
consistencia en el aumento de la banda de 78 kDa en los tratamientos del choque térmico,
por lo que se considera que esta proteina es una proteina especifica de respuesta a choque
térmico. En estudios previos realizados en S. cerevisiae, se determiné que si bien no existe
una correlacién fisiolégica entre los dos tipos de estrés, existen sin embargo proteinas que
son inducidas por ambos (proteinas conocidas como de choque térmico) y que pueden

proteger a las células incrementando su tolerancia al ser expuestas a un segundo estrés
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(Trollmo et al., 1998; Varela et al, 1992). Mas recientemente Lewis et al. (1995)
postularon que existe una relacién de proteccién cruzada, demostrando que un estrés
térmico puede dar cierta proteccién a las células sometidas posteriormente a un estrés
salino y viceversa, ya que en ambos casos se induce la acumulacion de un metabolismo
protector, aunque este metabolismo es especifico: trehalosa en un caso (termo-protector) y
glicerol en el otro (osmo-protector). Probablemente en D. hansenii exista una proteccién
cruzada similar, con proteinas especificas para cada tipo de estrés, ademés de una serie de
proteinas en comin. Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos, las proteinas
comunes a estrés térmico y salino representan un conjunto mas pequefio, lo que podria

sugerir que en D. hansenii la respuesta a los dos tipos de estrés es mas especifica.

En la sintesis de proteinas en presencia de choque salino (NaCl 1.5 M) y estrés
salino constante (NaCl 1.5 M) mediante el marcaje radioactivo con metionina [**S). En
ambos experimentos se encontré un niimero reducido de bandas de proteina con un cambio
significativo y se sugirié que esto era debido a dos eventos posibles: La concentracién de
metionina marcada no fue suficiente para asegurar su incorporacién en todas las proteinas
que se sintetizaron después del choque salino; o bien D. hansenii expuesta a las condiciones
de choque salino empleadas, no necesita sintetizar un gran nimero de proteinas para
contrarrestar los efectos de un choque salino. Considerando que en el marcaje de proteinas
la concentracién recomendada de metionina [°S] es de 15 a 200 uCi ml! de cultivo
(Nicolet y Craig, 1991; Tuite y Oliver, 1991; Pollard, 1996), y que ésta depende del
organismo y las condiciones del cultivo, las condiciones experimentales empleadas en el
presente trabajo para el marcaje de proteinas se realizaron en condiciones subdptimas, los
resultados obtenidos permiten ilustrar la marcada diferencia que existe en el patrén de
expresién de las bandas de proteina en dos condiciones experimentales tan contrastantes
para la célula, es decir, la adaptacién a un choque salino, por un lado y el ajuste celular en
el crecimiento en condiciones de salinidad elevada constante. Esto se aprecia claramente en
los resultados evaluados por densitometria respectivos.

En los resultados que se obtuvieron en presencia del estrés salino (NaCl y KC1 2 M)
y osmotico (sorbitol 2 M) constantes, se encontraron diferencias menores en la expresion de

bandas de proteinas en los tratamientos del estrés salino, como las bandas de proteina de
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35,66 y 113 kDa, la primera aumenté en presencia de NaCl 2 M, la segunda desaparecio y
la tercera aumentd, ambas en presencia de KCl 2 M. Estos resultados sugieren que D.
hansenii tiene una respuesta similar a Na* y K* en las condiciones empleadas.

Entre los tratamientos del estrés salino y osmético se encontré una diferencia
mayor en los cambios de la expresién de bandas de proteina, en el tratamiento con sorbitol
2 M, aumentaron especificamente dos bandas de proteina (33 y 66 kDa). No se puede
reconocer un patrén definido en el aumento de bandas de proteina que sugiera que las
proteinas de respuesta al estrés salino son iguales a las de respuesta al estrés osmético. En
cuanto a la disminucién de las bandas de proteina en los tres tratamientos se encontré que
las bandas de proteina en ¢l tratamiento con sorbitol 2 M son diferentes a las bandas que
disminuyeron en los tratamientos con NaCl y KCl 2 M. Por lo que se sugirié que D.
hansenii incrementa o disminuye proteinas de forma muy diferente cuando el estrés es
salino u osmético. En la literatura no existen evaluaciones de proteinas asociadas a la
respuesta de osmo-regulacién en condiciones que contrasten un estrés salino con un estrés
osmdtico, aunque si hay estudios fisioldgicos en los que se ha sugerido que la respuesta a
un estrés salino es cualitativarnente diferente de la respuesta a un estrés osmotico, ya que un
estrés salino esta ademas acompafiado por un efecto téxico del sodio sobre el metabolismo

celular (Serrano, 1996).

Con el fraccionamiento celular de proteinas por centrifugacién se encontr¢ en la
fraccién de proteinas de la mitocondria en los tratamientos del estrés salino y osmético
constantes la presencia de una banda de proteina no presente en el control de 46 £ 1 kDa;
en los tratamientos con KCl 6 sorbitol 2 M aparece una banda de 73 + 1 kDa y en el
tratamiento con sorbitol 2 M aumenta la expresién de una banda de 119 kDa. Dada la
importancia de la mitocondria en los eucariontes como uno de los principales generadores
de ATP y en el transporte activo de compuestos solubles o iones (Kockova-Kratochvilova,
1990), es probable que las proteinas de 46 £ 1, 73 £ 1 y 119 kDa sean importantes en ¢l
transporte de iones.

En la fraccién de proteinas de! citoplasma se encontro en el tratamiento con NaCl 2
M el aumento de una banda de 93 kDa, en el tratamiento con KCl 2 M aument6 una banda

de 85 kDa y en el tratamiento con sorbitol 2 M aumenté una banda de proteina de 55 kDa.
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El aumento de las bandas de 55, 85 y 93 kDa sdlo en condiciones del estrés osmoético 0
salino constantes podrian considerarse como una respuesta especifica al estrés por sorbitol,
K* y Na' respectivamente. El citoplasma se caracteriza por la presencia de microsomas y
perixosomas (Kockova-Kratochvilova, 1990), los microsomas estan  asociados
principalmente al Reticulo endoplismico (Lambert, 1989), que es el sitio de sintesis de
péptidos y proteinas que luego serén enviados a los diferentes organelos celulares. De ahi
que la presencia de las bandas de proteina de 55, 85 y 93 kDa en la fraccién de proteinas
del citoplasma es importante porque probablemente son indispensables en la sintesis de
otras proteinas que son requeridas en condiciones de un estrés salino u osmotico.

En la fracci6n de proteinas de membrana plasmatica, se encontré que dos bandas de
proteina de 66+ 1 y 75 kDa aumentaron en los tratamientos del estrés salino y osmético
constantes, probablemente el aumento en la expresion de éstas proteinas sea una respuesta
general al estrés osmotico. Dos bandas de 46 y 40 kDa aumentaron en los tratamientos del
estrés salino, se considera que éstas dos bandas de proteina son una respuesta especifica al
estrés con Na* y K”. Todos los organelos celulares son importantes, sin embargo uno de los
organelos cuya funcién es indispensable para la osmo-regulacién es la membrana
plasmatica, debido a que en ésta se lleva a cabo el transporte de compuestos organicos y de
jones hacia el interior o el exterior de la célula (Kockova-Kratochvilova, 1990). En los
trabajos sobre transporte de Na' en D. hansenii sc sugiere que esta levadura tiene un
sistema de difusion facilitada (Thomé-Ortiz et al., 1998), aiin no se¢ ha determinado si el
sistema esta presente a nivel de la membrana plasmatica, pero el aumento de las bandas de

proteina antes mencionadas podria estar relacionado con este sistema de difusién facilitada.

Aungue no es valida la correlacién de datos entre los apartados descritos en la
seccién de resultados, debido a la diferencia en las condiciones de los tratamientos
evaluados, se pueden observar y sefialar las similitudes entre algunos de los datos obtenidos
en cada apartado.,

En los experimentos de choque salino se encontr6 el aumento de una banda de 39
kDa que posiblemente corresponde a la banda de 40 kDa que aumentd en presencia de
galactosa en el tratamiento del efecto combinado de choque salino y térmico, que a su vez

coincide con el peso molecular de una banda de proteina de 40 kDa que aumento en
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presencia del estrés salino constante (NaCl y KCl 2 M) en las fracciones de proteinas
asociadas a la membrana plasmatica. La similitud en el aumento de esta banda de proteina,
podria indicar que esta proteina es una respuesta especifica a cualquier tipo de estrés salino.
El aumento de la banda de proteina de 40 kDa, podria ser similar a la proteina de 40 kDa
reportada para Zygosaccharomyces rouxii en condiciones de choque salino con NaCl 1 M
(Yagi y Nishi, 1993).

En el tratamiento con choque salino (NaCl 1M) en la fraccion del sobrenadante
obtenida mediante el corte de sulfato de amonio y en los tratamientos del estrés salino
(NaCl 2 M) y osmético (sorbitol 2 M) constantes se observé el aumento de una banda de
proteina de 57 + 1 kDa; mientras que en el tratamiento con choque térmico y del efecto
combinado ésta disminuyé. La coincidencia en el aumento de ésta banda solo en presencia
de Na* y sorbitol, sugiere que es indispensable durante condiciones generales de estrés
osmético.

En los tratamientos de choque salino, estrés salino u osmoético constantes, se
observé el aumento significativo de una banda de proteina de 67 + 1 kDa, que podria ser
muy similar a una banda de proteina de 65 kDa observada en presencia de choque térmico,
es probable que esta proteina sea una respuesta general de estrés, esto es acorde a los
resultados reportados por Varela et al. (1992), quienes evaluaron los efectos del choque
salino, osmético y térmico sobre la induccién de sintesis de proteinas en la levadura
Saccharomyces cerevisiae y encontraron que solo dos proteinas se sobre expresan en
choque salino y térmico.

En el presente trabajo se considera que la proteina de 67 + 1 kDa que se observé en
los tratamientos de estrés salino y osmético, coincide con el peso molecular de la proteina
Ssb20 de S. cerevisiae Craig (1992), codificada por el gen SSB2 (familia de genes HSP70)
solo que en S. cerevisiae Ssb2p disminuye después de un choque térmico. Otra posibilidad
es la que menciona Craig (1992): como el gen ST/ de S. cerevisiae que codifica una
proteina de 66 kDa de la cual se desconoce su funcién durante choque térmico, s6lo se ha
sugerido su participacién conjunta con proteinas Hsp70 en el movimiento de proteinas a
través de membranas o en el plegamiento de proteinas.

Se encontré una mayor diferencia en la expresién de bandas de proteina entre

choque y estrés salino constante, esto sugiere que D. hansenii tiene dos respuestas
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especificas a estrés por Na': una al choque salino, en la que D. hansenii induce ciertas
proteinas con las cuales puede contrarrestar inmediatamente los efectos de un cambio
repentino de la salinidad en el medio, y que después de un periodo de adaptacion esas
proteinas ya no son necesarias. Y sea justo luego de este periodo de adaptacion en el que D.
hansenii induce otras proteinas que le permiten crecer en la presencia continua de Na'. Este
cambio en la expresién de proteinas de respuesta a un choque salino 6 a un estrés salino
constante también se observa claramente en los resultados que se obtuvieron con el marcaje
de metionina.

La comparacién de los pesos moleculares entre las bandas de proteina que cambian
su expresién en los tratamientos antes sefialados y las proteinas reportadas para S.
cereviciae y Z. rouxii, creciendo en condiciones de estrés osmético y/o térmico, permitid
encontrar sélo algunos valores de peso molecular similares. Sin embargo, se puede
establecer que hay una similitud en la expresién de proteinas especificas para cada tipo de
estrés, y al igual que en S. cerevisiae tampoco en D. hansenii se puede proponer la
existencia de una respuesta general al estrés. La propuesta anterior concuerda con los

resultados encontrados por Hirayama et al. (1995).

Un efecto importante de estrés por sal es el nimero de proteinas que disminuyen su
concentracién. El trabajo de Blomberg (1995) es uno de los pocos donde se menciona la
disminucién de proteinas, este autor reportd seis proteinas que disminuyeron de 1/10 a 1/6
su expresién con respecto al control, en §. cerevisige expuesta a NaCl 0.7 M. En los
tratamientos del estrés salino se encontré la disminucién de una banda de proteina de 52 £ 1
kDa, el peso molecular y la expresién de esta banda de proteina coincide con uno los
reportados por Blomberg (1995).

De forma general, si sélo se consideran aquellas bandas de proteina que disminuyen
su expresién en cualquiera de los tratamientos, se observa que el nimero de proteinas es
variable asi como el peso molecular, por lo que no seria posible establecer una relacion que
pueda definir un comportamiento especifico. Sin embargo fueron apreciables en presencia
del choque térmico, la disminucién de una banda de 57 kDa, ésta disminucién podria
considerarse como una respuesta especifica a un cambio de temperatura; en presencia del

choque salino, del estrés salino y del osmético constantes, fue importante la disminucion de
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dos bandas de 42 £ 1 y 79 + 1 kDa, probablemente este cambio es una respuesta general al
estrés salino y osmético; en el tratamiento de choque salino la disminucién de una banda de
proteina de 61 kDa, se considera como una respuesta especifica a choque salino, ¢l peso
molecular de esta banda de proteina coincide con el de una banda de proteina que también
disminuye en S. cerevisiae en condiciones de choque salino (Yagi y Nishi, 1993). En la
fraccién de las proteinas de las mitocondrias en los tratamientos del estrés salino u
osmoético constantes, disminuyé una banda de 109 £ 1 kDa, que podria estar relacionada
con algunas de las enzimas que participan en la respiracién, la disminucién de la banda de
109 + 1 kDa podria relacionarse con los resultados de Neves et al. (1997), estos autores
reportaron una disminucién en la velocidad de la respiracién en D. hansenii a partir de una
concentracién de 0.9 M de Na* 6 K*. En los tratamientos del estrés salino u osmético
constantes diminuyeron tres bandas de proteina de 112, 114 y 117 + 1 kDa asociadas a las
proteinas de citoplasma, la disminucién de éstas bandas de proteina podria correlacionarse
con la represién de las proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa y en la
produccién de etanol reportadas para S. cerevisiae (Norbeck y Blomberg, 2000) durante

crecimiento bajo condiciones de estrés salino.

En trabajos posteriores seria de importancia realizar nuevamente los experimentos
donde se utilizé glucosa y galactosa.como fuentes de carbono en los tratamientos por
choque salino 6 térmico y del efecto combinado de ambos, pero incrementando la
concentracién de NaCl a 2 M y el valor de la temperatura a 37 °C, para determinar si los
cambios en la expresidn de proteinas aumentan o son similares a los que se encontraron en
el presente trabajo. También seria interesante cuantificar el glicerol intracelular en D.
hansenii por intervalos de tiempo en el experimento del efecto combinado de un choque
salino y térmico, ya que si bien se ha reportado que el glicerol es-el principal osmolito que
produce D. hansenii en condiciones de choque salino, sin embargo no se ha reportado cual
seria su papel fisiolégico en un efecto combinado como el empleado en este trabajo.

Asi mismo es indispensable hacer una evaluacién de la expresion de proteinas en
presencia de un inhibidor de la sintesis de proteinas, en los tratamientos del estrés por sales,
temperatura y un soluto del estrés osmético, para determinar que bandas de proteina

corresponden a proteinas que se sintetizan de novo en las condiciones de los tratamientos
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antes mencionados.

Los cambios mas marcados que se observaron en diversas bandas de proteina en el
presente trabajo indican que la respuesta osmo-regulatoria en D. hansenii, ocurre en varios
organelos celulares. Para tener una informacién més completa sobre la posible funcién
celular de estas bandas proteicas, seria necesario lograr el aislamiento de las proteinas,
obtener la secuencia parcial de sus aminoacidos, y compararla contra bancos de secuencias
de proteinas extraidas de organismos eucariontes, con funcién conocida, a fin de estar en
posibilidades de sugerir una funcién para estas proteinas, en la respuesta celular al estrés

salino u osmotico.
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7. CONCLUSIONES.

- El aumento en la expresion de las bandas de proteina de 39 y 40 kDa, s6lo en las
condiciones del choque y del estrés salino evaluadas, encontradas en la fraccién de
proteinas de la membrana plasmatica, muy probablemente corresponde a una respuesta

especifica al estrés salino.

- La banda de proteina de 78 kDa cuya expresién aument6 en los tratamientos de choque
térmico se considera como una proteina de respuesta especifica a un incremento en la

temperatura.

- Las bandas de proteinas de 54 y 55 kDa, que aumentaron en condiciones de choque
salino, choque térmico y estrés salino constante, enriquecidas en la fraccién de proteinas de

citoplasma, podrian ser consideradas como proteinas de respuesta general a estrés.

- Las bandas de 72 y 73 kDa que aumentaron en las condiciones del estrés salino y
osmético constante, encontradas en la fraccién de las proteinas de la mitocondria se

consideran proteinas de respuesta general al estrés osmotico.

- Las bandas de 85 y 93 kDa que aumentaron especificamente, la primera en el tratamiento
del estrés salino con Na' y la segunda en presencia de K”, ambas asociadas a la fraccién de
proteinas del citoplasma se consideran como proteinas de respuesta especifica al estrés

idnico.

- La banda de 119 kDa cuya expresién aumentd solo en presencia de sorbitol y que fue
enriquecida en la fraccidn de las proteinas de la mitocondria muy probablemente sea una

proteina de respuesta especifica al estrés osmético.

- Las bandas de 46 y 47 kDa cuya expresién aumento en presencia del choque y del estrés

salino u osmético, encontradas en la fraccion de las proteinas de la membrana plasmitica
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podrian estar asociadas a sistemas de transporte de iones 0 compuestos orgénicos en

condiciones de estrés osmético general.

- Las bandas de proteinas de 66 y 67 kDa, que aumentaron en choque salino y estrés salino
u osmoético constante, la primera enriquecida sélo en la fraccién de proteinas de membrana
plasmatica y la segunda asociada tanto a la fraccidn de proteinas de citoplasma como a las
proteinas de membrana plasmatica, probablemente son una respuesta especifica de D.

hansenii sometida a estrés salino y osmético.

- La banda de proteina de 57 kDa que disminuyé en el tratamiento de choque térmico se

considera como una proteina termo-responsiva.

- Las bandas de 42, 43 y 81 kDa que disminuyeron en los tratamientos de choque salino,
estrés salino y del estrés osmético, probablemente son proteinas de respuesta general al

estrés salino y osmético.

- La disminucién en la expresion de una banda de 109 = 1 kDa en los tratamientos del
estrés salino u osmético constante, asociadas a la fraccién de las proteinas de las

mitocondrias, es una respuesta general a cualquier tipo de estrés osmético.

- Las bandas de 112, 114 y 117 kDa, que disminuyeron su expresién en presencia de estrés
salino u osmético constante, encontradas en la fraccién de proteinas del citoplasma, en D.
hansenii podrian ser consideradas como proteinas del metabolismo de la glucosa que sufren
represion, como las proteinas reportadas para S. cerevisiae por Norbeck y Blomberg
(2000).

- Se considera que D. hansenii no presenta un conjunto de proteinas de respuesta general a

estrés.
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