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ABREVIATURAS

Enzimas:
GDH.- Glutamato deshudrogenasa.

(3S.- Gluramino sintetasa.
GOGAT.- Glutamato sinrasa.

Cofactores:
NADPH.- Nicotinamin Adentn Dinucledtido Fosfato (forma reducida).

NADH.- Nicotinamin Adenin Dinuclestide (forma reducida).
ATP.- Adenosin trifosfatc.
ADP.- Adenosin difosfato.

Medios de Cultivo:
MMS.- Medio de cultive en base a la fsrmula de DIFCO. Yeast Base.

MMDh.- Medio de cultivo suplementado con sales de potasio y sodio.

SNAsnDh.- MMDh sin amonio v con asparagina como fuente de nitrégeno
suplementado con sales.

Reactivos:
ASB.- Albiimina de suero bovino.

DTT.- Ditiotrierol.

EDTA.- Acido etilendiamina tetra-acético
TCA.- Acdo tricloro-acético

TLCK.- Na-p-Tosil- -lisin clorometil cetona
PMSF.- Fenul-metil-sulfonil fluoruro.

Términos:
Chp.- cuanto baste para




RESUMEN

La levadura marina Debaryomyces hansenii es un microorganismo eucaridtico que
tolera amplios rangos de concentracién de sales, es decir, es osmotolerante y crece en
medios de cultive a concentraciones de hasta 4M de NaCl. El mecanismo general por el
cual los microorganismos pueden contender con el bajo potencial hidrico provocado por la
alta concentracién de NaCl es por la exclusidn de los solutos estresantes y por la
compensacidn del potencial hidrico o wavés de la acumulacién de wno © més especies de
solutos denominados solutos compatibles (Brown & Simpson, 1972) u osmolitos (Yancey et.
al. 1982). Estos compuestos pueden dividirse en dos grupos principales: 2)
polihidroxialcoholes, v b) amincécidos y derivados de éstos. Dentro de los aminodcidos, el
glutamato ha sido identificado como un metabolito osmoprotector en algunas bacterias

ademds de estar implicado en el mecanismo de asimilacién de amonio (Yancey et. al. 1982).

En bacterias, hongos, levaduras ¥ plantas superiores se han encontrado dos vias para
la asimilacién de amonio. En la primera via participa la NADP*-glutamato deshidrogenasa
(NADP-GDH,; EC 1.4.1.4), la cual cataliza la aminacién reductiva del 2-oxoglutarato para
formar glutamato. En la segunda via se encuentra I3 accién combinada de la glutamina
sintetasa (GS; EC 6.3.1.2), donde el glutamato es aminado a la forma de glutamina y de 1a
glutamato sintasa (GOGAT; EC 1.4.1.13) la cual transfiere reductivamente el grupo amida
a 2-oxoglutarato resulrando en la conversién neta de amonio v Z-oxoglutarato a glutamato.
La enzima GDH presenta menor afinidad al amonio que la enzima GS. Consecuentemente,
la actividad de la epzima GDH puede ser insuficiente para la asimilaci6n de amonio cuando
la concentracién iterna de amonio es baja. Cuando se presenra esta condicién, Ia ruta de
las enzimas GS/GOGAT constituye la principal ruta de asimilacién de amonio. Entre los
organistmos que presentan el fendmeno anteriormente descrito encontramos a bacterias
como Escherichia coli y Rhizobtum, hongos filamentosos como Aspergillus nidulans {Kusnan et
al., 1987) y Newurospora crassa asi come en plantas {Lomnitz et al., 1987); no obstante esta
via (GS/GOGAT) puede no ser relevante en dicha asimilacién. Por ejemplo, en levaduras

como Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis y Candida boidinii, la enzima GDH-NADP*
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constituye la ruta prmcipal de asimilacién de amonic en condiciones limitantes y de exceso
de nitrégeno (Kusnan et al., 1987).

En este trabajo se presenta la relacidn de la actividad de las enzimas implicadas en [a
asimulacién de amonio y su posible participacién en el estrés osmético en Debaryomyces
hansenid. Esta levadura fue crecida en un medio con asparagina como fuente alternativa de
amonio, en condiciones limitantes v no linutantes de nitrégenc. Se encontré que la enzima
GDH presentd las mismas actividades enziméticas en condiciones limitantes v no lisnutantes
de nicrégeno, mientras que las actividades de GS/GOGAT fueron muy bajas. Asumismo
encontramos que la actividad de la enzima GDH de D. hansenii en presencia de 1M de NaCl
auments 3 veces su actividad en comparacidn a la actividad presentada en ausencia de

NaCl.




INTRODUCCION

Los ecosistemas naturales que son clasificados como ambientes extremos, donde
imperan las temperaturas extremas, ambientes dcidos, alcalnos o hiper-salinos se
caracterizan por su carencia de formas de vida superiores, sin embargo son habitados por
abundantes comunidades microbianas adaptadas a estos nichos ecolégicos. La salinidad es
uno de los pardmetro ambientales que mis interesa a los bwtecndlogos, ya que los
mecanismos protectores que subyacen en la tolerancia a sal pueden temer importantes

aplicaciones comerciales (Galinsky et. al., 1982).

Entre los parametros fisiolégicos que determinan la capacidad de los organismos a
proliferar en un habitat determinado se encuentra la fuerza osmética del ambiente. Esta
capacidad de adaptacién 2 las fluctuaciones de la osmolaridad externa es fundamental para
la sobrevivencia de los organismos. Recientemente, los mecanismos responsables para la
adaptacidn osmética han sido dilucidados de manera refativa. Por otro lado, se ha
observado que existe una simihtud muy marcada entre bacterias y plantas en sus respuestas
intracelulares al estrés osmético y es probable que exista cierto paralelismo en los
mecanismos de dichos organismos ya que ambos reinos acumulan los mismos tipos de

solutos citoplasmicos al ser expuestos a condiciones de hiperosmolaridad (Csonka, 1989).

Un mecanismo com@n de adaptacién a estrés osmoético es el denominado
osmorregulacién. El esirés osmético se puede definir como cl dectemento o incremento en
la fuerza osmética del ambiente de un organismo {Csonka, 1989), mientras que la
osmorregulacién se entiende como la capacidad de respuesta de las células para ajustar su
contenido de solutos intracelulares durante el estrés osmético. En términos més especificos,
el término osmorregulacisn se puede definir como la capacidad de las células para ajustar €l
nimero total de sclutos intracelulares orgénicos ¥/, inorginicos (solutos compatibles u
osmolitos) cn el cirosol para reestablecer la rurgencia en las células. Este mecanismo
permite que los procesos celulares operen a potenciales osméticos intracelulares sin el

requerimiento de maodificaciones estructurales de las enzimas. (Blomberg & Adler, 1992).
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Los organismos pueden ser clasificados de dos maneras dependiendo de su respuesta
anre un cambic en la concentracién de solutes en el medio. Si los organismos cambian la
concentracion  osmdtica de sus fludos intemos hasta conformar lz del medio,
permaneciendo de manera isosmética, se les denomina asmoconformadores; si por el
contrario s mantienen o regulan su concentracién osmotica interna a pesar de los cambios
de la concentracién externas, entonces se les denomina osmoreguladores (Schmide-Nielsen,
1979, Wilson, 1979).

En las bacterias, los solutos compatibles pueden ser acumulados por sintesis de novo o
por transporte desde el medio de cultivo. Existen diferencias en los efectos de varios solutos
compatibles sobre la toleraricia a estrés osmético de la célula, ya que algunos permiten una
estimulacion de la velocidad de crecimiento en un medio de alra osmolaridad, mientras que
otros no tienen efectos detectables sobre el crecimiento de las mismas. Afin no son bien
entendidas las diferencias entre los dos tipos de solutos compatibles, pero se puede proponer
que aquéllos solutos que contienden mejor con el estrés osmético puedan ser acumulados en
altos niveles al interior de la célula por ser menos téxicos. Dichos solutos son llamados
osmoprotectores y se dividen en dos grupos: a) polibidroxialcoholes o polioles y b)

aminoacidos o derivados de aminodcidos.

a) Polioles
Los polioles estan ampliamente distribuidos en los hongos, se han detectado en mds

de 450 especies; los principales som: glicerol, treitol, eritrieol, ribitel, arabinitol, xilitol,

sorbitol, manitol y galactitol.

b) Amino4cidos

Muchos organismos usan aminoédcidos como solutos compatibles. Algunos de los
aminoacidos acumulados en bacterias son por ejemplo: 1a prolina, el glutamato, la glicina v
fa betaina entre otros, y entre los derivados d¢ aminodcidos tememos al acido y-

aminobutirico.



En la siguiente tabla se enlistan algunos organismos y la distribucién que existe de

estos osmolitos en los diferentes reinos (Yancey et. al., 1982).

1. Poiiotes o Polihidvoxialcoholes

Grupo de organismos

Prncipales osmolitos

Cranobacterias
Synechococcus sp-

Glucosd-glcerol

Fung
Saccharomyces towd
Debaryomyces hansenit

Arabinitol
Glicerol, Arabinito!

Algss unicelulares

Glicerol

Plantas vasculares
Gossypium harsurum

Ghacosa, fructosa, sacarosa

Glicerol, sorbirol

Antemia salina (larva )

Glicerol, trehalosa

Vertebrados
Hyla versicola

Glicerol

1. Aminodcidos y derivados de aminodcidos

Grupo de Organismos

Principales osmolitos

Eubacteria
Klebsiela aerogenes
Salmonella gyphirnurium

Acido glutdmico, prolina

Protozoa
Miemignsis quides

Glicina, alamna, prolina

Plantas vasculares
Sparting tounsends
Aster tnpolivm

Beraina y prolina

Varios amunoscidos

Tshla 1. Osmolitos acumulados en diferentes organismes durante un estrés osmético {Yancey,

ec al. 1982)

Para comprender mds ampliamente como afecta un medio hipersalino a las células,

es necesario revisar algunos aspectos termodindmicos que en ella se generan y entender los

conceptos bésicos como presién osmética, potencial osmético y turgencia.



ASPECTOS TERMODINAMICOS

Las membranas de los organismos exhiben permeabilidad selectiva a diferentes
sustancias, es decir, son semipermeables; y las propiedades osméticas de las células derivan
de esta propiedad de las membranas,

PRESION OSMOTICA: Para explicar lo que es la presién csmética consideremos un
recipiente que esta dividido en dos compartimentos idénticos, los cuales estan abiertos a la
atmdsfera v que estan separados uno del otto de manera vertical por una membrana
semipermeable. Supéngase que uno de los compartimentos (designado compartimento 1,
T1) esti parcialmente [leno con agua pura y el otro compartimento (compartimento 2, T2)
estd lleno con un volumen igual de solucidn acuosa de alguna molécula que no puede

difundir a través de la membrana.

Debido a ta presencia de las moléculas del soluto, la concentracién (actividad) det
agua de T2 es menor que la del agua pura v consecuentemente las moléculas de apua
difundirin de T1 a T2, aumentando el gradiente de actividad. Este movimiento del agua
provocara que el nivel de agua del T1 decrezca, mientras que el nivel de T2 se incremente,
creando una presién hidrostatica en TZ; 1a magnitud de la presion hidrostatica depende de
la diferencia en los niveles de los fiquidos en los dos compartimencos. La difusién del agua al
compartimento T2 continuard hasta que el cxceso de presién en ese compartimento sea
suficienite para contender con la tendencia del agua a difundic en €l La presién ejercida

hacia T2 cuando ¢l sistema alcanza el equilibrio se le denomina presidn osmética.




POTENCIAL OSMOTICO: Por definicién la actividad de un solvente puro es 0.
Generalmente, la adicién de solutos decrece la actividad de los solventes a un valor de <Qy
por lo tanto el potencial osmético de las soluciones es generalmente negativo. El potencial
osmdtico se genera cuando una solucidn es separada de wn solvente pute por una
membrana que es mas permeable al solvente que al soluto; las moléculas del solvente se

moverdn de la regién de mayor a la regidn de menor potencial osmético,

PRESION DE TURGENCLA: En ef ejemplo anterior, el volumen de 1a solucién en ia cidmara o
compartimento 2 {T2) esta libre de expandirse con el influjo de agua. Pero asumamos que
una cuberta rimda es colocada alrededor del liquido er T2 vy gque la membrana

semipermeable no es completamente eldstica.

En este caso, €l volumen de la solucién de T2 no serd capaz de expandirse, vy la
presién en T2 se incrementars como consecuencia de la tendencia de las moléculas de agua
a difundir hacia &L Esta situacién ocurre en bacterias y plantas, ya que tienen paredes
rigidas alrededor de sus membranas citoplasméticas. Asi como el agua difunde bacia ¢l
interior de estas células, las membranas pueden expandirse tanto como lo permira el lado
interior de la pared celular, y el influjo adicional de agua rcsulta en el incremento en la
presién que es ejercida por la membrana citoplasmética sobre las paredes celulares. Esta

presidn es la presion de rurgencia.




Ya que las membranas citoplasmaticas de las bacterias son permeables al agua pero
no 2 la mayoria de los metabolitos, 1os choques hiper o hiposmésticos provocan una entrada
o sabda instantinea de agua, la cual es acompafiada por un concomitante decremento ¢
incremento del volumen citoplasmético. Ei choque hiposmético generalmente resulta sélo
en un ligero incremento del volumen celular. Por otro lado, el choque hiperosmético, causa
encogimiento considerable o decremento del volumen citoplésmico; diche proceso es
conocido comio crenacién. La einética de dicho proceso es dependiente de la magnitud del
incremento en la osmolaridad del medio, pero no de la naturaleza del soluto utlizado; por
ejemplo, aquellas moléculas gque pueden difundic libremente a través de 1a membrana, tales

como el glheerol o el etanol, no ocasionan crenacién.

Si1 el choque hiperosmaético no es tan severo, la crenacién es transitoria, y después de
algn tiempo el volumen citoplésmico se incrementard como rtesultado del reajuste
osmético en las células. No obsiante, después de que Ia adaptacién osmética se ha Hevado a
cabo, el volumen citoplasmético en el equilibric de las bacterias en crecimiento es
dependiente de la osmolaridad del medio, de tal manera que €l volumen citoplasméatico

decrece con el incremento externo de la osmolaridad.

En general, la exposicién de organismos a condiciones de hiperosmolaridad resulta
en el decremento de sus actividades citopldsmicas. Las proteinas v otras macromoléculas
biolégicas patecen funcionat s6lo dentro de clertos rangos normales de potenciales hidricos,
fuera de los cuales algunas funciones celulares esenciales se dafian. Ademds, la crenacién da
por resultado la inhibicién de una variedad de procesos fisiolégicos, los cuales van desde la
asimilacion o entrada de nutnientes hasta la replicacién del DNA; asimismo, se ha descrito
que este proceso va acompafado de un incremento en los miveles de ATP celular,

posiblemente como resultado de la inhibicién de la biosintesis de macromoléculas (Csonka,
1085},
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Caracteristicas del Sistema Experimental
Clasificacion.
Saccharomyces cerevisige y Debaryomyces hansenii  se clasifican de la siguente manera
{Alexopoulos et a, 1996):
Phylum: Ascomycota
Orden: Saccharomycetales

Familia: Saccharomycetaceae.

Exn el aspecto morfolégico, esta familia incluye a aquellas levaduras que (1) tienen
predominantemente talos unicelulares (pseudomicelio}, (2) se reproducen principaimente
de manera asexual por gemacién y (3) producen ascosporas. Desde el punto de vista
fisiolégico, son organismos que viven y proliferan en medios que contienen una gran
variedad de compuestos iénicos y con grados de salinidad que van desde el agua dulce hasta
habitats hipersalinos. Para que estos organismos puedan crecer en un ambiente que
represente un desafio osmético, es necesario que la célula establezca y mantenga su presion

interna por encima o por debajo del medio que la rodea.

En la literatura se han urilizado diferentes términos para describir la totalidad de
respuestas de los organismos a una baja disponibilidad de agua, tales como osmotolerancia,
xerotolerancia, halofilismo, osmofilismo y tolerancia a la desecacién, aungue los dos

primeros térmings son generalmente los mas usados (Csonka, 1989).

Asi pues, se ha descrito a D. hansenii como una levadura halotolerante con la
capacidad de crecet en un amplio rango de concentraciones de sal, que van de OM hasta
4M de NaCl (Norkrans, 1969). Ha sido aislada de diversos ambientes salinos tales como
agua marina, fibricas de sal, quesos y carnes frias. Cuando se crece a D. hansenii bajo estrés
salino, la concentracién de sal intracelular no es suficiente para balancear la osmolaridad
del medio, lo cual s¢ compensa por un incremento vy la posterior acumulacién incracelular
de osmolitos protectores como polihidroxialcoholes, como glicerol y arabinitol (Adler et al.,

1985). Sc¢ ha reportado que la enzima gheerol-3-fosfato deshidropenasa (GPD)Y, que
11



biosintetiza glicerol, es sensible 2 altas concentraciones de sal. En ensayos con soluciones
salinas, la enzima presenta menos del 10% de su actividad como resultado de un fuerte
excedente nico de 0.6 M. No obstante, cuando se prueba en presencia de glutamarto, la
enzima duplica su actividad adn a 0.9 M de fuerza iénica. (Adler and Gustafsson, 1980;
Jovall et al., 1990).

En algunas bacterias diazotrofas como Azotobacter chroococcum, los osmolitos que se
acumulan durante un estrés osmético son trehalosa v glutamato; en Azospirilun brasilense
los osmolitos son prolina y glutamato, mientras que en Klebsiellz pneumoniae son trehalosa y
prolina. Los autores sugieren que el mecanismo de adaptacién osmética de éstos organismos
teside en la acumulacién de osmolitos como glicing, betafna, prolina y glutamato en células
hiperosméticamente estresadas, resultando en un aumento en la entrada a fa célula de
dichos osmolitos ¢ incrementando la biosintesis neta de trehalosa, prolina y glutamato o

ambos. (Madkour et al. 19%0).

Astmismo, se ha demostrado que estos osmolitos también son empleados por células
endoteliales cuando éstas son expuestas a un estrés osmético, observandose un incremento
de L-glutamina a nivel intracelular (Dall'asta et al., 1999).

Los aminoécidos que tienen propiedades de ser osmolitos como la prolina y
glutamina, derivan o son sintetizados a partir del glutamato; veamos pues, como se leva a

cabo la sintesis de gluramaro:

ASIMILACION DE AMONIO:

El nitrégeno reducido en la forma de i6n NH,” es utilizado en la biosintesis de
amino4cidos y en la de otras biomoléculas que contienen nitrégeno. Los dos aminodcidos
que proveen el punto critico de entrada son el glutamato vy la glutamina. Estos dos
aminodcidos juegan un papel central al ser precursores de otros aminodcidos. Los grupos
amino de la mayoria de los aminoscidos son derivados del glutamate vy glucamina a traves de
las reacciones de rransaminacion.

Las vias biosintéticas de gluramato y glutamina parecen ser similares en todas [as

formas de vida. (Lehninger et al, 1993).
12




Ernuna via, la enzima GDH-NADP™* dependiente (E.C. 1.4.1.4) cataliza la reaccion:

(GDH)
Amonio + Z-oxoglutarato + NADPH ~————® glutamato + NADP™"

En la siguiente via se ve implicada la accién combinada de la enzima gluramma

sintetasa  (GS) (E.C. 6.3.12) y de la emzima glutamato sintasa (GOGAT-NAD*
dependiente) (E.C.1.4.1.14):

Amonio + glutamato + ATP —%__  olytamina + ADP + P,

{GOGAT)
Glutamina + 2-oxoglutarato + NADH — 2 glutamato + NAD*

Se ha observado que la enzima GDH de plantas verdes y de bacterias como
Escherichiz coli y Rhizobium sp tiene menor afinidad por amonwo que la GS, por lo que la
actividad de GDH puede ser insuficiente cuando la concentracién interna de amonio es
baja, en consecuencia reduciendo su actividad (Brown & Jonson, 1970, Bumn et al., 1974);
bajo estas condiciones, la via GS/GOGAT constituye la principal ruta de asimilacién de
amonio. Por otro lado, en hongos, la relacién de ambas rutas es menos clara; por ejemplo,
en las levaduras Saccharomyces cerevisize, Candida wilis v Candida bodinii, la ruta
GS/GOGAT no juega un papel esencial para la asimilacién de amonio, siendo la GDH-
NADP™ Ia2 via principal tanto en condiciones de limitacién como en exceso de nitrdgeno.
No obstante, la via GS/GOGAT es utilizads a bajas concentraciones de amonio en los
hongos filamentosos Aspergiflus nidulans (Kusnan et af., 1987) y Neuraspora crassa (Lomnitz
et al., 1987; Holmes 1989).

PATEL DEL GLUTAMATO Y DE LA GLUTAMINA EN LA OSMOTOLERANCLA.

GLUTAMATO Y GLUTAMINA: Los niveles citoplasmaticos de glutamato se incrementan en
la mayoria de los organismos procariontes después de la exposicién a un medio con una
elevada osmolaridad. En bacterias pram negativas, el estrés osmético genera un gran
incremento en los niveles de glutamato, llegando a alcanzar hasta el 90% de los

aminodcidos. Richey y cols. (1987) reportaron que en estado estacionario, la concentracién
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intracelular de glutamato en E. col es directamente proporcional a ta osmolaridad del medio
de cultivo. Los niveles de glutamina también se incrementan en respuesta al estrés osmdtico
en bacterias gram negativas; aunque la glutamina estd presente en niveles mucho menores
que el glutamato, es probable que no sea importante en el manterimiento de la osmolandad

citoplasmatica.

La acumulacién de ghutamato vy glutamina ha sido observada en vanas especies de
bactenas cultivadas en medios deprivados de amino4cidos exdgenos, indicando que, en
estos casos, el incremento de los niveles de estos dos aminoicidos es debido a un
incremento en su velocidad de sintesis. La caracterizacidn de fas vias implicadas en la
sintesis del glutamato para [a osmoregulacién ha sido estudiada en Vibro Aarvery; Gurevich
y cols. (1986) encontraron que el estrés hiperosmético resulta en un decremento de la
actividad de GDH y un incremento en la actividad de GOGAT. Tempest v cols. {1970)
encontraron que la actividad de GDH de Klebsiella aerogenes es sensible a cambios en el pH,
con un rango 6ptimo de actividad cercano a pH 8.0 y que la exposicién de las células a un

estrés osmotico provoca una ripida salida de protones del citoplasma.
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OBJETIVOS

Objetivo Genetal:

Conocer cémo se lleva a cabo la asimilacion de amonio en la levadura marina D.
hansenii a través del andlisis de las actividades especificas de las enzimas implicadas (GDH,
GS y GOGAT), en diferentes concentraciones de NaCl y su posible rtelacion con el

fenémeno de osmotolerancia.

Objetivos Particulares:
1. Determunar el medio minimo (MM) 6ptimo de crecimiento para la levadura marina
D. hansenii tanto en ausencia como en presencia de NaCl.
2. Determinar cudl es la concentracién de sal éptima para crecer y determinar su
tiempo de duplicacién.
3. Determinar las actividades especificas de las enzimas: GDH-NADPH, GS vy
GOGAT-NADH de D. hansenii cultivada en el medio seleccionado en ausencia

como en presencia de NaClL
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MATERIAL Y METODOS

Cepas: Las cepas utilizadas fueron Saccharomyces cerevisize cepa S288C y Debaryomyces
hansenii cepa Y7426 (US Departament of Agriculture, Peona, HE), las cuales fueron
donadas genercsamente por la Dra. Alicia Gonzslez vy el Dr. Antonio Pefia del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM. Estas cepas se mantuvieron en medio rico sélide (YPD-

Agar 2%) con OM y 0.5M de NaCl para S. cerevistae y D. hansenti respectivamente.

Medios
Tabla 2.- Medios de Cultivo
Medio Fuente de Nitrdgeno Sales Adicionales

Medio Rico YPD! Peptona Ninguna
Medio Mintme (MM) Sulfato de amenio? Ninguna
Medio minimo Dh (MMDh) Sulfato de amonio® Presentes
SN-Asn 7.5 mM-Dh Asparagina™ Presentes
SN-Asn 1.5 mM-Dh Asparagma® Presentes

Para todos los mwedios de culdiva las concentraciones de vitaminas, elementos traza y sales se ajustaron segin la
formula de Enfco Yeast Base.

'El medioc rico YPD, se preparé con extracto de levadura 1%, peptona de caseina 2% y dextrosa 2%. Este
medio se utilizé para el crecimiente de precultivos.

?a concentracitn de sulfato de amonio fue 40 mM.

La concentracién de asparagina (Asn) fue de 7.5 mM para medios en condicién no limitante de nitrégenc.
*La concentracién de asparagina fue de 1.5 mM para medios en condici6n limitante de nutrégena.

*Las sales adicionales fueron las reportadas por Norkrans {1969) para el crecimiento de Debaryomyces hansenii
{KH,PO,, K, HPO,, K,50, y Na,S0O,).

MMS: Sales 50X, vitaminas 1000X, trazas 100X, glucosa 1%, sulfato de amonio 0.5% v
NaCl a la motaridad requerida.

MMDh: Modificado a partir del reportado por Norkrans et. af. 1965,

SN-Asn-Dh: Sales 50X, vitaminas 1000X, wazas 100X, glucosa 1%, Asn como fuente
alternativa de nitrégeno 2 una concentracién final de 7.5 mM 6 1.5 wM, KH,PO, 0.7mM,
KHPQ, 2.6 mM, K,;50, 2ZmM, Ng,SO, 2mM y NaCl a la molaridad requerida.
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CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Mantenimiento de cepas: Las cepas se sembraron en ¢ajas de Petxt con medio YPD
con 0y 1M de NaCl para S. cerevisize vy D. hansenii respectivamente v mcubaron a 30 2C
durante 2 ¢ 3 dias.

Crecimiento de cepas: Se inocularon a partir de una colonia aislada, precultivos en
medio YPD lquido con 0 v IM NaCl segiin sea el caso, los cuales se cultivaron por un
periodo de 12 horas a 30 2C a 180 rpm de agitacién. Ya crecidas las células, se colectaron
por centrifugacidn a 3,000 rpm durante 10 man y se lavaron dos veces con agua
desionizada. Posteriormente los medios experimentales se inocularon a una densidad 6ptica
(D. O. so00) de 0.05. Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacién constante de 180 rpm.
El crecimiento se monitored midiendo Ia densidad éptica a 60Cnm en un espectrofotémetro
Carl Zeiss PM QI cada tres horas. Para calcular los tempos de duplicacién, los cultivos se
dejaron crecer hasta la fase estacionaria, siendo en la fase exponencial en donde se calculan
los respectivos tiempos de duplicacion de la siguiente manera: se grafica el dempo (1) vs
DO 4000, €0 papel semilogasftmico; se selecciona de manera aleatoria un punto dentro de
la fase exponencial, posteriormente se busca sobre la recta el valor duplicado del punto
anteriormente seleccionado v se cuenta el tiempo que tardd en duplicarse el valor de la D.
O. en el eje de las ordenadas. Para los ensayos enzimaticos, las células fueron culuvadas en
1as mismas condiciones que se utilizaron para realizar las curvas de crecimiento. Cuando las
células alcanzaron una D.O.¢,.. de 1.0, se cosecharon por centrifugacién y se lavaron con

H,Q desionizada. La pastilla resultante sc guardé a ~70 °C,

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
Obtencién de ias muestras:

El crecimiento en cada medio fuc probado sin sal y en concentraciones de 0.5, 1, 1.5
v 2M de NaCl. Se autoclavearon matraces Erlen-Meyer de 250 ml conteniendo 100 ml de
cultivo y posteriormente se les agregé asparagina a la concentracién final que se requeria.
Los medios se inocularon a una D.0. 40, de .05 y fueron mantenidos a 30 °C en agitacién

2 180 pm en una incubadora Giromax 703. El crecimicnto fue monitorcado en un
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espectroforémetro Carl Zeiss PM QII, cada 3 horas hasta alcanzar la fase estacionaria. Las
células fueron colectadas por centrifugacion a 2000rpm durante 10 min. Las pastillas se

lavaron vy guardaron a 70 C.

Obtencién de Extractos

Amortiguador de extraccién general: amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.4 + EDTA 1
mM.

Preparacién de extractos crudos: Todo el procedimiento se realizd en friio. A 10 ml de
amoriiguador de extraccién general se le apregd DTT (reductor de puentes disulfuro), TCLK y
PMSF (inhibidores de proteasas) a una concenrtracién final de I mM. La pastilla de células
se resuspendié en Iml de este amortiguador vy se transfirié a un tubo de ensaye para
Tomperse mecinicamente con perlas de vidrio de 0.7-1.18 mm de didmetro, con seis pulsos
en vértex de 1 min alternados con 1 min en hielo. Se recuperd la mayor parte del extracto
en un tubo eppendorf v se centrifugs a 14,000 rpm en microfuga (Eppendorf centrifuge 5415
C). El sobrenadanae se transfirié a otro tubo Eppendorf.

Cuantificacién de proteinas: La concentracién de proteina del extracto crudo se

determiné por el métedo de Lowry y cols. (1951).

Ensayos enzimiticos
Las siguientes fueron las técnicas empleadas para la realizacién de los ensayos enzimaticos:

GDH (glutamato deshidrogenasa-NADPH dependiente) ( Doherty, 1970)
El amortiguador de ensayo consiste de amortiguador de fosfatos de potasio I M {pH

7.4}, 2-oxoglutarato 10mM y NH,Cl IM. Los cocteles se prepararon de la siguiente forma:

Cocteles Completo | Sin 2-oxoglutarato | Sin N*H,CI
Amortiguador de fosfatos IM pH 7 3ml 3ml 3mil
2.oxoglutarato [0 mM 900 pl - 900l
NH,Cl IM 1.5 ml 1.5 mi -
H,0 24 mi 24.9 mi 25.5 mi
Volumen Final 29.4 ml 294 ml 29.4 ml
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Antes de cada medicion, a cada une de los tres cocteles se les afiade NADPH a una
concentracion final de 0.16 mM. El extracro se diluye 1:10 para realizar las mediciones. En
cada celda se coloca 1 ml de cada coctel y un determinado volumen en ul del extracto
diluido. Se sigue la disminucién de ia absorbancia (A) debida a la oxidacién del cofactor a
una longitud de onda de 340 nm durante 3 min con intervalos de 20 sep. A partir de los
datos obtenidos para cada celda se calcula la pendiente por minuto. Dichas pendientes son

restadas de sus controles v el resultado final se calcula con la férmula:
Actividad Especifica (AE)= m/6.22 fml de alicuota fmg de proteina,

donde m es la pendiente, 6.22 es el coeficiente de extincion molar del NADPH 1% a 1 cm
de paso, la alicuota es la cantidad expresada en mi de extracto crudo utilizado para cada
ensayo y mg de proteina es 1a concentracién de proteina total del extracto crudo utilizado.

La actividad especifica se reporta en :

pmol NAD(PYH oxidado * min™ - mg proteina total *

GOGAT (glutamato sintasa) (Roon & Even, 1974)

El coctel de ensayo se realiza de la siguiente manera: se prepara una solucién con 2-
oxoglutarato 6mM, L-glutamina 5.6mM y 12.5 ml de amorriguador de fosfatos de potasio
IM (pH 7.0) en un volumen final de 112.5 ml; dividir en 4 frascos con 28.13 ml cada uno.

Se prepara Azaserina a una concentracién de 50 mM, que se usa como control negativo.

Para llevar a cabo las mediciones, en cada celda se adiciona lo sipuiente:

[ Sin Azaserina Azaserina (control negativo)
Cocrel 900ul 900l

Azasering 100pl

Hzo 100[1] o

Antes de cada medicién, a cada coctel se le ahade NADH a una concentracién final
de 0.18mM. En cada celda se coloca 1 mi de cada coctel y un determinado volumen en pi
del extracto crudo. Se sigue la disminucion de la absorbancia (A) debida a la oxidacién del
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cofactor a2 una longitud de anda de 340 nimn durante 3 min con intervalos de 15 seg. A partir
de fos datos obteidos para cada celda, con y sin azaserna, se calcula la pendiente por
munuro. Las pendientes son restadas y el resultado se sustituye en la formula para calcular la
AL E. de la enzima:
AE.= m/6.22 /ml de alicuota /mg de proteina.
La actividad especifica se reporta en:

umol NADH oxidado * min™ + mg total proteina™

GOGAT (Boland y Benny, 1977 citado en Farnden & Robertson, 1980)

Materidles y reactivos

-Amortiguador de fosfatos, 0.2 M, pHl 8.6, conteniendo 2% de B-mercaptoetanol.
-2-oxoglutarate, 10 mM neutralizado con KOH.

NADH, 1 mM.

-L-Glutamina, 100 mM

Procedimiento: Estos reactivos son afiadidos a una cubeta de I ml en las siguientes
cantidades: 0.5 ml de amortiguador de fosfatos, 100 pl de 2-oxoglutarato, 100 ui de NADH,
50 ul de extracto crudo y 200 pl de H;O. La velocidad del decremento en la absotbancia =
340 nm es monitoreada a 25 2C antes ¥ despusés de la adicién de 50 pl de solucién de
glutamina. La primera medicién sitve como una estimacion de fondo de la oxidacién del
NADH, el cual es restado de [a velocidad de la actividad dependiente de glutamina. Esta
actividad es expresada en:

pmol NADH - oxidado min™ - mg proteina

Para asegurar que la oxidacién del NADH sea resultado de [a actindad de la enzima
GOGAT y no de la actividad del alguna glutaminasa v/o glutamato deshidrogenasa, se
aiade NH,Cl a la cubcta antes de aiadir la solucion de glutamina. La velocidad de
oxidacion es restada a la actividad de la GOGAT dependiente de glutamina. Se recomienda

que ¢l amorriguador de extraceién contenga altos niveles de agentes reductores. El
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amortiguador usado para este ensayo contiene 10 mM de DDT , 2% v/v Z-mercaptoetanol,

PMSF (10 ul/10 ml) y TLCK (50 ul/10 mi).

GS (Actividad de sintetasa) (Ferguson & Sims, 1974)

El amortiguador de ensayo consiste en Trs acetatos 50 mM v EDTA 0.5 mM pH a

6.4 ajustado con HC. Los reactivos que se utilizan para el coctel de ensayo se enlistan en la

siguiente tabla; se preparan por separado en 50 ml de este amortiguador y se congelan por

separado:
Reactivo Concentracién en amortguador de
ensayo para GS (50 ml)
ADP 0.75 Mm
L-ghutarna 35 mM
Hidroxilaming 8.75 mM
1 17.5 mM

Arsenato de Sodic
Clorurc de Manganeso

L

2.25 mM ]

El coctel de ensayo se prepara de la siguiente manera: en 50ml de H,O en apitacion,

se agregan 10 ml de cada una de las scluciones anteriormente mencionadas en el orden en

que se reportan. El clorure de magnesio se afiade gota a gota.

Reactivo para detener la reaccisn: TCA 10 g, HCl 10.35 ml, llevados a 250 ml. Filtrar

3 veces con papel Whatman y guardar protegido de la fuz a temperatura ambiente.

Protocolo:

1. Poner bafio a 30 °C.

2. Vertir 2 ml del coctel de ensayo preparado en cada tubo (marcar cada tubo con el

tiempo que se vaya a dejar correr la reaccién). Hacer por lo mencs 6 tiempos

diferences entre O y 16 minutos (cj. 0, i', 2", 4", &', y 16').

3. Al tubo marcado como tempo “ 0 ", se le agrega | ml del Reactive de Parar y

posteriormente se le afiaden 0.5 mg de proteina del extracto crudo. Agitar en

vortex.

4. Iniciar las reacciones con 0.5 mg de proteina a cada tbo.

5. Transcurrido el viempo de incubacién de cada tubo, se detiene la reaccidn

agregando 1 ml del Reactivo de Parar.
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6. Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm
7. Leer la absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 500 nm.

La actividad especifica se reporta en:

pmol y-glutamil hidroxamato producido + min™ - mg total proteina’!
g P

GS (Ensayo de hidroxamato transferasa) Shapiro y Stadtman, 1970 citado en
(Farnden & Robertson, 1980).

Procedimiento. La mezcla de reaccién es preparada con los siguientes voliimenes de los
reactivos: 2 ml de amortiguador de Imedazol, 4 mi de gluramina, 0.6 ml de MnSO,, 0.8 ml
de ADP, 0.4 mi de arsenate y 2.2 mi de H,O.

Materiales y reactivos

-Amortiguador de Imidazol-HC!, 0.5 M, pH 7.0
-Glutamina, 0.15 M.

-Sulfato de manganeso, 0.1 M.

-ADP, 001 M, pH 7.0.

~Arsenato de Sodio, 1.0 M, pH 7.0.

-Solucién de hidroxilamina: mezclar volimenes iguales de NH,OH'HCl 1 M vy
NaOH 1 M justo antes de usar.

-Reactivo de FeCl,: Mezclar 10% w/v FeCly6H,0, 24% w/v 4cido tnicloroacético, HCl 6M
y agua en proporciones 8:2:1:13.

~t-glutamil hidroxamato, 10 mM (estandar).

El ensayo de transferasa contiene 0.5 ml de la mezcla de reaccién, extracto y agua
hasta llegar a un volumen final de 0.9 ml. Incubar a 25 °C por 5 min. La reaccién es iniciada
por la adicién de 0.1 mi de solucién de hidroxilamina y se incuba a 25 %C por 15 min. La
reacci6n de deticne afadiendo 2 ml del reactivo de FeCly Incluir un control negativo el
cual no tendrs hidroxilamina. Los ensayos se centrifugan a 5000 rpm por 10 min v la
absorbancia del sobrenadante es medida 3 540 nm. El valor de la absorbancia se sustituye en
fa siguicnte formula:

La actividad de transferasa es expresada como:

pmoles de y-glutamil hideoxamato - min™' - mg proteina’
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RESULTADOS

En este trabajo se analizaron de manera sistematica tres medios para el crecimiento
de D. hansenii MMS, MMDh, vy SN-Asn-Dh (ver Material y Métodos). Se utihzd
inicialmente el medio MMS, el cual se emplea generalmente para crecer a S. cerevisiaze. Lo
que se observé fue que D. hansenii presentd un tiempo de duplicacién cuatro veces mayor
que S. cerevisize en condiciones sin NaCl en el medio. Cuando se le adicioné NaCl, el
vempo de duplicacién de D. hansenii se redujo de 8 a 6 hrs, mientras que S. cerevisiae

aument® su tiempo de duplicacién conforme se incrementaba la concentracién de NaCl
(Fig. 1 v Tabla 3).

100 .. 100+ -
} S cerevisiae D. hansenii
10+ 10-
. 1] . 1
G
& 8
e MOMSM —~—MVE M
WS oim —— NMS 0.5M
0.1 - L 0.14 ——MVS 1M
oo ' T T : \ 0.01 . r T s )
i} 36 &0 o9 120 50 Q 30 &0 a0 120 150
Tiempo {bws) Tiempo (hrs)

Fig. 1. 5. cerevisioe y D hansenii fueron culnvadas ¢n ¢} medio MMS, La velocidad de crecmiento
se ve modificada en S. cerevisiaz cuando se le adiciona NaCl al medio, mientras que D. hansenu no
modifica sustancialmente sus tiempos de  duplicacién en presencia de NaCl a pesar de que la
velocidad eon la que crece D hansenu en comparacitn con 5. cevevisiae es muy lenta.
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[ Medio de cultivo S. cerevisiae D. hansenii
[NaCi] T.D. T.D.
MMS | e 2h . 8h
0.5M 38h 6h
1M 52h 65h

Tabla 3.- Tiempos de duplicacién de 5 cerevisize y I hansenut cultivadas en el medio MMS a
diferentes concentraciones de NaCl

Paralelamente se prepararon medios minimos sélidos, suplementados con los 20
aminodcidos, para detectar posibles auxotrofias. No se encontré ninguna, pero se observd
que los aminodcidos que permitian un mejor crecimiento fueron: asparagina (Asn},
glutamina (Gln) y prolina (Pro); de estos tres, la Asn demostré ser la mejor fuente de

nitrégeno {datos no mostrados).

En la literatura se reportd un medio de crecimiento para D. hansenit (Norkrans y
Kylin, 1969), el cual fue probade y modificado; a este medio se le denomind MMDh (ver
Material v Métodos). En dicho medio se observd que S. cerevisige redujo ligeramente sus
tiempos de duplicacién en comparacién con el medio MMS, ademas en condiciones de alta
osmolaridad 0.5 M de NaCl, su tiempo de duplicacién es muy similar al presentado en
condiciones sin NaCl. Por otro lado, D. kansenii redujo su tiempe de duplicacién a cagsi 1a
mitad que el mostrado en MMS. Como se puede observar en la tabla 4, los tiempos de
duphcacién para D. hansenii en las tres primeras condiciones (0, 0.5 v IM), no presenta una
diferencia significativa, pero se puede evidenciar que en presencia de sal se reducen los

tiempos de duplicacién. Dicho fenémeno también se presents en el medio MMS (Fig. 2 y
Tabla 4).

El medic MMDh se modificd en e} laboratorio; asi, sc sustituyd la fuenre de
nitrégeno, cambiando el sulfato de amonio por asparagina a una concentracién de 7.5 mM,
ya que como se Teportd anteriormente permitia un mejor crecimiento. A este nuevo medio
se le denoming SN-Asn -Dh {ver Material y Métodos).
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fig- 2. El medio MMDh, permute un mejor crecimiento que se traduce en una reduccién en el tiempo de
duphcacin para ambas cepas. S cerewisige no modifica de manera significativa sus tiempos de duplicacién; D

hanseni lo reduce de manera drdsnca, cast a fa mutad del tiempo presentado en MMS.

Medio de culuvo S. cerevisige D. hansenii
[NaClj T.D. T.D.
————— 2h 48h
MM Dk 0.5 M 22h 42h
1M 45h 4.0k
1.5M ] e 6h
[ M | e 11h

Tabla 4 - Tiempo de duplicacin de S cerevisige y I hansenk: en medio MMDh en diferentes condicuones de
estrés salino. Los TD de D. hansenii en: las pumeras 3 condiciones de molaridad, casi no varian. 5. cerevisiae
reduce su terapo de duplicacién y entre 0y 0.5 M presentan casi et mistno tiempo de duplicacién,

Al crecer ambas cepas en dicho medio no se observé una reduccitn en los tiempos
de duplicacién, pero lo que fue evidente es que el tiempo de duplicacién de 4 hr se mantuvo
hasta uma molaridad de 1.5 M; asimismo, se obscrvd que este medio permitia un mayor

crecimicnto, ya que se regiserd, para ambas cepas, una densidad Sptica (D.O. go.) Mayor a
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10, en comparacién al medio MMS que sdlo permitié un crecimiento por debajo de esta

densidad (Fig 3 vy tabla 5).

1oo~l S. cerevisiae 160+ D hansenu
10 10
£ £
g 1 s
S e SNoAsn-Dh OM a8 ——StN-Asn-Dh OM
—~— SN-Asn-Dh 0.5M - :’:;gig: ?I:M
- Sh-Ast-Dh 1M —— 3N-Asn-Dh 1.5M
€19 ¢ 14 ——SN-Asn-Dh 2M
LETR - T . gy 0.01 - . ‘ ‘ "
30 50 B 120 150 1] 30 80 a0 120 150
Tiempo (hrs) Tiempe (hrs)

Fig. 3. Cuando se cambid la fuente de nitrégeno, las curvas de crecimiento no mostraron una
diferencia contrastante cuando se adiciona sal 2l medio.

Medio de cultivo S. cerewistae D. hansenii
[NaCl) T.D. T.D.
««««« 24h 4h
SN-Asn-Dh 0.5 M 24h 38h
1M 3.6h 4h
i.5M 4h
M e 75h |

Tabla 5.- Trempes de dupticacién obtenidos para S. cerevisiae y D. hansenti cuando se cambid la fuente
de mtréeeno por Asn 2 una concentracidn de 7.5 mM.

Debido a que el medio SN-Asn-Dh permitia una velocidad de crecimiento igual que
¢l medioc MMDH, asi como también un mayor crecimiento celular en presencia de NaCl, D.
hansenii parecfa contender mejor con la alta osmolaridad producido por el NaCl,
seleccionamos este medio para medir la actividad especifica de GDH, GOGAT y GS,

enzimas refacionadas con la asimilacién de amonio. La determinacién de las actividades
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especificas se realizé por los métodos de Doherty (1970), Ferguson & Sims (1974) y Roon v

cols. (1974) respectivamente.

GDH

Se determiné la acrividad especffica en el medio SN-Asn 7.5mM-Dh en 5 diferentes
concentraciones sin sal y con 0.5, 1, 1.5 y 2M de sal, segiin el método de Doherty (1970).

Cuando se cultwd a D. hansenii en el medio SN-Asn 7.5 mM-Dh en ausencia de
NaCl, esta enzima presentd una actvidad especifica de 0.15 pmol de NADPH oxidado -
min” - mg total proteina’; en cambio, cusnde fué cultivada en presencia de NaCl, la
aciividad especifica registrada de la enzima fue 3 veces mas alta en todas las condiciones
con NaCl (C.5, 1, 1.5 v 2M), presentando un pico maximo de actividad a una concentracién
de IM de NaCl (Fig. 4 v tabla 6). Con base en lo anterior, se decidit que las siguientes

determinaciones enziméticas se realizarian en condiciones de 0y 1M de NaCl.

' Actividad especifica de GDH en
1 medio SN-Asn 7.5 mM-Dh
06

-
Ve 0.5 4
- S
L gE 04

35

=]
3 g 03

EE
292 o2
| 4
L

% 01
| =
; 0 ‘ :
j 0 0.5 1 15 2
! Molaridad (NaCl)

Fig 4.- La cnzima GDH de D, hansenii cuando se cultivb en ¢l medis SN-Asn 7.5 mM-Dh presenta una
actividad especifica de 0,15 umol de NADPH oxidado + min” - mg total proteina” cn ausencia de sal Cuando
se crece en condiciones de sal, la enzima aumenta sus niveles de actividad en promedio tres veces mas.

27



Tabla de Actividades especificas de las enzimas GDH, GS y GOGAT

de D. hansenn
Medio Fnzima NaCl] umol cofacror oxidado - Desviacion
min’' © mg protefna total’ | estandar.
oM 0.15547 +0.0357
0.5M Q.4226 +0.0338
SN-Ans 7.3 mM-Dh GDH" M 0.45816 +0.0422
1.5M 0.37125 +0.0385
M 0.384 +0.001
GDH" oM 0.1812 +0.0541
Sn-Asn 1.5 mM-Dh M 0451 +0.0665
GDH'™ oM 0.0315 0.002121
MMDh (1.5 mM Asn) GDE" oM 0.0725 +0.00070
GDH"" oM (.0468 +(0.00169
GOGAT? oM ND +
M ND +
GS* oM ND +
Sn-Asn 1.5 reM-Dh M ND =+
GOGAT! oM 00217 +0.01903
1M 0.0308 +0.0277
GS* oM 0.054 +0.0056
1M 0.105 +0.0325

Tabla 6 - Actividades especificas de las tres enzimas que participan cn la asimilacién del amonio, obtenidas con
diferentes metodologias en los medios seflalados en presencia y ausencia de sal. *Cofactor NADPH,
#+Cofactor NADH, 'método de Doherry (1970), *método de Fergusor: & Sims (3974), *método de Roon et al
{1974), *método de Boland y Benny (1977), ‘métedo de Shapiro y Stadtman {1970)

GS y GOGAT

Tnicialmente se utilizaton los métodos de Fergpuson & Sims (1974) v Roon y cols.

(1974) para medir respectivamente las actividades especificas de estas dos enzimas.

Para determinar la actividad de GOGAT, se utilizé un inhibidor competitivo de

glutamina; el més utilizado es azaserina (Igefio et al., 1993} (Fig 5).
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HN —C — CH,CH,C — C~OH N,CH —C — OCH,CH—C— OH

L L

Fig. 5. Estructura de la glutamina (izquierda) v de la azaserina (derecha).

A las pendientes obtenidas del ensayo sin inhibidor se le restan las del ensayo con
whibidor. La diferencia es la pendiente por munuto con la cual se calcula la actividad
especifica. En los resultados obtenidos, las muestras con y sin inhibidor presentaron
pendientes sirilares, por lo que al ser restadas y calcular la actividad especifica dieron un
resultado de 0.0015 pumol de NADH oxidado - mun™ - mg de proteina total?, lo cual indica
una baja actividad de GOGAT.

Por lo que respecta a GS, no se pudo registrar actividad por el método arriba
mencionado en ninguna de las dos condiciones de sal, en comparacién al control S.

cerevisiae.

Se sabe gue en Salmonella ryphymurium el ciclo GS/GOGAT es utilizado en
condiciones limitantes de nitrégeno (<2 mM). Esto se debe por que la GS tiene una alta
afinidad por el amonio. No obstante cuando hay sitas concentraciones externas de amonio
este ciclo decrece, debido al decremento en la actividad de GS, que ocurre como
consecuencia de una modificacién covelente debido 2 una adenilacién por medio de una
adeniniltransferasa. En contraste con la GDH, la cual funciona eficientemente s6lo a altas

concentraciones de NH,” externo, pues su afinidad por este sustrato es baja (Yan et al.,
1996).
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Por lo anterior, pensamos que el exceso de asparagina como fuente de nitrdgeno,
podria estar activande [a via de GDH e inhibiendo la via GS/GOGAT. Debido 2 esto se
decidié reducir [a concentracion de la fuente de nutrégeno en nuestro medio de 7.5mM a
1.5mM. Lo que se esperaba al disminuir la concentracién de amonio en el medio era generar
una condicién hmitante de nitrégeno, con lo cual se permutirfa actvar la via GS/GOGAT v
asi poder medir la sctvidad de dichas enzimas. Se realizé la curva de crecimento
correspondiente v se compard con los daros obtenidos de 1a curva de crecimiento en medio
Sn-Asn 7.5 mM-Dh. Lo que se aprecia es que ambas curvas presentaron el mismo tiempo de

duplicacién (Fig. 6 y tabla 7}.

- D hansenii o
1 1
10 n"—‘.—:-%_u_"_ i 104
i
£ ,/ g
: f =
g 1* , g e SN-AS 7.5 ThEDh OM
¢ —— SN-Asn 1 S Dh O
/ —o— SN-As T 5 Db 1M
f « SNuAsn 1 SmMDh 1M
0,11 f 014
!
anm L T v v e o0+ T T Y "
0 ks 60 90 120 150 0 a0 60 =] 120 150
Tiempo [hrs) tiempo {firs)

Fig 6. D hansenu, en condiciones limitantes ¥ no limutantes de nitrégeno, presenta 10s mismos tiempos de
duplicacion. El medio con Asn a una concentracién de 7.5 mM permite un mayor crecimiento en la fase
cstacionaria.
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Medio de cultvo [NaCi} Asn [1.5 mM] Asn [7.5 mM
Sn-Asn-Dh | eeeer 47h 40h
M 4.1h 38h

—

Tabla 7.- Los tiempos de duplicacién de D. hansemif son similares en ambas cencentraciones de
Asn. El id en la condicion 1.5 mM de Asn en ausencia de NaCl fue ¢l ms alte. Este fendmeno se
oresentd en todos ks nuestros casos registrados.

Por lo expuesto anteriormente, se procedi6 la medicién enzimitica con este medio
utilizando los métodos anteriores, sin embargo se obtuvieron resultados similares. Se decidis
entonces probar con otra una técnmica reportada para las enzimas en cuestidn
{GS/GOGAT). Los métodos utilizados para GOGAT fueron los de Boland y Benny (1977}
v los de Shapiro v Stadtman (1970) para GS {ver Material y Métodos).

Actividad Especifica de GOGAT en medio Sn-
Asn 1,5 mM-Dh

g
£ 007
g
2 006
=
8
™ 005
g
£ 004
£
g§ 0034
L
3
X 0.02
I
2 o001 |
z !
g2 o ‘ i i_
= OM-NaCl 1M-NaCl '

Fig.7. Actividad especifica de GOGAT en D Aansenn cultivada ¢n medio Sno-Asa 1.5 mM-Dh, ¢n
dos diferentes concentraciones de sal. La A.E. registrada en condiciones con sal, llega a ser de hasta
cinco veces fa actividad registrada en condiciones sin sal.

En el caso de 1a GOGAT, lo que encontramos fue una actividad de 0.02 pmol de

NADH oxidado - min” - mg total proteina™ en condiciones sin NaCl, mientras que en
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condiciones de IM de NaCl, la actividad se incrementé hasta dos veces (Fig. 7 y Tabla 6).

Hay que sefialar que la desviacién estandar es muy grande.

La actividad de Ia enzima GS presentd un fenémeno similar. Cuando se crecid a D
hansenii en presencia de sal, se registré una mayor actividad enzimatica en comparacién con
fas actividades presentadas al cultivarse sin sal. La actividad registrada para las condiciones
sin sal fueron de 0.05 pmol de NADH oxidado - mm' + mg toral proteina™,

incrementandose hasta dos veces la actividad de la enzima en presencia de sal {Fig. 8).

Actividad especifica de GS en
medio SN-Asn 1,5 mM-Dh

016 .
0.14 5 '
0.12 -
0.1 4
0.08 -
0.06
0.04 -
0.02 - '
OM-NaCl 1M-NaCl
Molaridad [NaCl]

umol g-glutamll hidroxamato /
min / mg total proteina

Fig. 8. Actividad especifica de GS de D. hanseru? cultivada en medio Sn-Asn | 5 mM-Dh sin sal y
con IM de sal. Se puede observar que cuando se crece a D, hansenir en presencia de szl la actividad
especifica que presenta dicha enzima llega a ser del doble a la registrada en condiciones sin sal

Sin embargo, aunque se pudo cuantificar cierta de actividad especifica, el resultado

es una actividad diez veces menor gue la que se determinG para S. cerevisiae (Fig. 9).
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Actividad especifica de GS en
medio SN-Asn 1,5 mM-Dh

1.8 -
16 1
1.4
1.2

1 i
0.8 -
0.6 -
0.4 -
02 4 )
| OM-NaCl 1M-NaC!  Control S¢ |
: Medios !

umol g-glutamil hidroxamato
{
min [ mg total proteina

Fig 9 - Tanto Iy hansenu como S. cerevisiae fueron cultivadas en condiciones limitantes de
mirogeno. La actividad de GS registrada en la levadura S cerewvisiae es diez veces mayor que
la registrada en D. hansenr en presencia y ausencia de sal.

Posteriormente nos enfocamos a determinar la actividad de la enzima GDH, de Ia
cual se determiné la actividad especifica en esta condicién limitante de nitrégeno. Lo que
encontramos fue que la enzima se comporté de manerz similar en las dos condiciones de
nitrégeno {7.5 mM y 1.5 mM) (Fig. 10}, esto es, en ausencia de sal y con 1.5 y 7.5 mM de
asparagina como fuente de nimrdgeno. La actividad observada fue de 0.155 pmol de
NADPH oxidado - min™ - mg total proteina’!, mientras que en presencia de sal con 1.5y 7.5
mM de Asn, la actividad presentada fue de 0.45 umol de NADPH oxidado * min™ - mg rotal

proteina’.



Comparacién de la actividad especifica de GDH en
medio "SN-Asn-Dh"” en diferentes cone. de Asn

06

05

04

03

E17 5 mhi Asn
M1 5mMAsn

proteina

02

01

umol NADPH oxidado / min / mg total

OM-NaCl 1M-NaCl
{NaCi]

L.

Fig 10.- Las actividades enzimticas de GDH de D. hansent, en 7.5 y 15 mM de Asn en las dos
condicionss de NaCl (0 y | M), fueron muy similares La actividad en 1.5 mM se incrementa
aproximadamente tres veces en condiciones tanto con NaCl como con 7.5mM de Asn

Por otro lado, se ha visto que la enzima GDH de algunos organismos ademss de
presentar una actividad NADP*-GDH dependiente, presenta una actividad dependiente de
NAD™. Por esta razén, se realizaron ensayos enziméticos para determinar si la enzima GDH
de D. hansenii presenta actividad con ambos cofactores en condicién limitante de nitrégeno,

pero con Asn v sulfato de amonio como fuente de nitrégeno en ausencia de sal.

Como podemos observar en la figura 11, la enzima ODH presenté un mejor
funcionamiento vy preferencia por el cofactor NADPH tanto con asparagina comeo con
sulfaro de amonio como fuentes de nitrégenc; no obstante, las células obtenidas del medio
con asparagina tienen una mayot actividad de la enzima que las que provienen del medio
con sulfato de amonio. Asimismo, la actividad regstrada con el cofactor NADH fue de
0.046 umolas para la condicién con sulfato de amonio v de 0.035 pmolas para la condicién

con asparagina.
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Fig 11.- Actividades de la enzima GDH en ¢l medio Sn-Asn-Dh en condiciones limitantes de
mirdgeno El cofactor con el que se encontré mayer actividad fue NADPH en el medio con Asn,
mientras que con el cofactor NADH fue de 0.04 en los dos medios.
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DISCUSION

De los tres medios aqui probadoes, el que permitié una velocdad de crecimiento
mayor vy mostré una mayor masa celular reflejado en la D. O. que alcanza, fue el medio
denominado Sn-Asn-Dh. Diche medio fue reportado por Norkrans v cols. (1969) y
modificade en nuestro laboratorio. El hecho de que D. hansenii pueda crecer més en este
medio que en los otros dos se debe a que este medio est4 suplementado con sales de potasio
y de sodio v que la asparagina es una mejor fuente de nitrdgeno, ya que es mis facilmente

metabolizada que el sulfato de amomo.

Por otro lado, cuando se aumentd la concentracién de NaCl en los diferentes
medios, la levadura S. cereviside aumentaba su fase lag asi como su tiempo de duplicacién,
mientras que D. hansenii presentaba el fendmeno inverso. Esto era de esperarse, ya que D.
hansenii es una levadura marina y por lo tanto posee un metabolismo disefiado v adaptado
que le permite crecer bajo condiciones de alta salinidad. Por lo anterior se puede decir que
D, hansenii més que ser una levadura halotoletante es una levadura haléfita, mientras que S.

cerevisiae parece set halotolerante.

Asimismo, si comparamos los nempos de duplicacién de la curva de crecimiento de
D. hansenii cultivada en medic SN-Asn-Dh en ausencia v presencia de NaCl, vemos que
éstos se mantienen en un rango de 4.0-4.5 hrs. La duracién de la fase lag se incrementa de
manera directa con el aumento de NaCl. Probablemente este periodo de uempo es el que le
toma a D. hansenii ajustar su potencial osmético mnterno para posteriormente comenzar a

crecer.

De los ensayos enzimaticos de GDH, GS y GOGAT realizados en el medio Sn-Asn-
Dh con sulfato de amonio y asparagina como fuentes de amonio en condiciones limitantes y
no limitantes de nitrégeno en ausencia y presencta de IM de NaCl, cncontramos lo

siguiente:
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GDH

La enzima GDH-NAPDH dependiente, cuando D. hansenii se cultivé en el medio
anteriormente mencionado a una concentracion de 7.5 mM de Asn, mostré un aumento de
3 veces en la actividad enzimética en condiciones de alra salinidad (1M de NaCl) en
comparacién a cuando se encuentra en ausencia de NaCl Este incremento en la actividad
tal vez se debe a que en condiciones de estrés osmético D. hansenii incrementa la tasa de
produccién de gluramato a través de ka enzima encargada de sintedizarto (GDH), pues este
aminodcido se ha reportado como un osmolito protector en diferentes organismos y se sabe
que en Otros organismos se emplea para contender con el estrés osmético extracelular

(Yancey 1982; Blomberg 1992; Csonka, 1989; Dall'asta, 1999).

Desde el punto de vista metabdlico, el gluramaro es de gran importancia, ya que
constituye una de las dos rutas de entrada de amonio a la célula en la asimilacién de
nitrégeno; asimismo, este aminoscido es esencial en la produccién de otros aminodcidos,
como glutamina, aminoscido que constituye la otra ruta de entrada del amonio; prolina v
arginina, a través de transaminaciones; derivados de aminoacidos, etc. Finalmente, la
produccién eficiente de glutamato v los productos de éste, repercute en la capacidad de la

célula para llevar a cabo la sintesis de proteinas.

GS/GOGAT

Cuando se intentd determinar Ia actividad especifica de las enzimas de la ruta
GS/GOGAT, no se obtuvieron resultados concluyentes. Se ha reportado que la via
GS/GOGAT se activa en condiciones limitantes de nitrégeno (£ 2 mM) (Yan, 1996);
debido a esto, decidimos disminuir la concentracin de la fuente de nitrégeno del medio, de
7.5 v a 1.5 mM; esta dltima ya se considera condicién limitante de nitrégeno. El inhibidor
competitvo pot excelencia de la GOGAT es la azaserina, que es un  compuesto anglogo 2
la glutamina. Este inhibidor se utilizé cuando se efectuaron los ensayos enzimaticos, sin
embargo la actividad de Ia enzima no fue diferente en presencia de este compuesto,

pareciendo no inhibir la enzima. Debido a lo anterior, se empled la técnica de Boland v

37




Benny (1977), que no requiere de este inhibidor para medir la actividad enzimitica de la
GOGAT.

A pesar de implementar esta otra técnica las actividades especificas determinadas
para la GOGAT en condiciones sin y con 1M de NaCl fueron muy bajas y no mostraron
diferencias significativas, pues la desviacién estdndar de cada una de ellas es muy grande, lo
que probablemente sugiere que la causa de esta haia o casi nula actividad enzimética se deba
a que las condiciones de crecimiento utilizadas en este trabajo no sean las 6ptimas para
medir esta clzima o que las técnicas no permitan wma adecuada valorizacién de esta

actividad enzimatica.

Por otro lado, tas actividades de GS en presencia de NaCl son dos veces mayores que
las calculadas en la condicién sin sal, 0.05 v 0.1 pumol de y-glutamil-hidroxamato - min™! -
mg total proteina’, respectivamente. No obstaate, si comparamos estas actividades con las

encontradas en nuestro control S. cerevisiae, vemos que ambas actividades son muy bajas.

Asi, en nuestro estudio, no se pudieron determinar las actividades especificas de
estas dos enzimas de manera confiable. Lo anterior no quiere decir que los genes que
codifican para dichas enzimas no estén presentes o que no puedan ser transcritos; no
obstante se ha reportado que en algunos organismos como Saccharomyces cerevisiae, Candida
utilis v Candida boidinii la ruta metabélica en la cual estan implicadas las enzimas GS y
GOGAT no juega un papel significativo en la asimilacién de amonio (Holmes, 1989).

En cyanto a la importancia metabélica de la glutamina, esta constituye una ruta
similar a la del glutamato, involucrada en la entrada de amonio a la c€lula. La glutamina es
precursor de aminodcidos como triptofano e histidina, de nucleStidos, aminoazicares y
glicoproteinas. Esto da una idea de la importancia de este aminoscido en el metabolismo
integral de la célula, y es por lo anterior que la enzima (GS) que sintetiza a este aminodcido
deba estar presente en D. hansenii. Debemos buscar condiciones adecuadas para medir

cficientemente esta enzima en esta levadura marina,
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Finalmente, pensamos que la responsable de levar a cabo la asimilacién del amonio
en condiciones limitantes y no limitantes de nitrégeno en D. hansenii es la enzima GDH-
NADPH dependiente. Para demostrarlo, decidimos determinar la actividad enzimdtica de la
GDH en condiciones limitantes de mtrégeno (1.5 mM Asn), encontrando que la enzima
tiene actvidades enzimiticas similares a las mostradas en condiciones no linmtantes de
nitrégenc (7.3 mM Asn) en presencia o ausencia de NaCl. Asimismo, se determing la
actividad de esta enzima en condiciones limitantes de nitrégeno peto con sulfato de amonio
como fuente de amonio; la actividad registrada fue de 0.07 umol de NADPH oxidado - min
! mg total proteina” en comparacién a la registrada en presencia de Asn como fuente de
nitrégeno (0.14 pmol de NADPH oxidado - min™ - mg rotal protefna™). Esto correlaciona
con lo encontrado en los cultivos sélidos (datos no mostrados), en donde se observa un
mayor crecimiento de D hansenii en los medios suplementadoes con Asn.

Esto también nos indica que la asimilacidn del amoruo, con esta fuente de nitrégeno,

no se lleva a cabo de manera tan eficiente como lo hace con asparagina.

Cuando la asparagina se encuentra en el medio intracelular, es hidrolizada por una
1.-asparaginasa, generando aspartato v amonio (NH,™), como se muestra en la siguiente

reacciémn:

/C=CH2=C[‘ =(C= 0"
H,N NH,*
Asparagina
H,0
L-asparaginasa
NH,*
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El aspartato es transaminado por una transaminasa generando una molécula de

glutamato yotra de oxaloacetato como producto de la reaccidn (Voet & Veer, 1995).

— —_—

P

Q—C= CHZ=CI‘ =C =0
NH;
Aspartato

2-oxoglutarato
aminotransferasa
Glutamato

3 1
C—CH_C__C\

=0

(84
Oxaloacetato

Nosotros penisamos que la causa de que se observe un mejor crecimiento cuando se
administra Asn al medio en lugar de sulfato de amonio, se debe a Io siguiente:

El amonio generado de la hidrdlisis de la asparagina es tomado por la enzima GDH
para formar glutamato.

MNADPH HADP+

, - -
NH," + Z-oxoglutarato o glutamato + NADP

Por otro lado, 1a reaccién que da origen al oxaloacetato a partic de aspartato origina
como subproducto de la reaccién una molécula de glutamato. De esta manera se podrian
obtener dos moléculas de 4cido ghutdmico, mientras que cuando se culriva con sulfato de
amonio como unica fuente de nitrdgeno se obtiene s6lo una moléeula de 4cido glutdmico, lo

que explicaria €l por qué se observa un mejor crecimiento con asparagina como fuente de

nitrégeno.
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CONCLUSIONES

El medio minimo SN-Asn -Dh disefiado v probado en el laboratorio permite el
crecimiento 6ptimo de la levadura marina D. hansend.

La asparagina favorece el crecimiento de Debaryomyces hansenti y S. cerevisiae cuando se
utiliza como inica fuente de nitrégeno.

De manera general, los tiempos de duplicacién de D. hansenii en presencia y ausencia de
sal en medio con asparagina son similares, es decir, su crecimiento es independiente de
la presencia de NaCl en el medio de cultivo; en cambio S. cerevisize aumenta su tempo
de duplicacion en presencia de esta sal. Esto nos sugiere que D. hansenz se comporta
como una levadura haloflica mientras que S. cerevisiae se comporta como una levadura
halotolerante.

La acrividad de Ia enzima Glutamato Deshidrogenasa dependiente de NADPH (GDH
biosintética} de D. hansenii se incrementa pot lo menos tres veces en presencia de 1M de
NaCl en relacién a la actividad regisirada en ausencia de sal. Por otro lado la poza
intracelular de glutamato no se incrementa cuando se crece a D. hansenii en presencia
de 1M de NaCl. Lo anterior nos hace pensar que existe una inhibicion de esta enzima
en altas concentraciones intracelulares de NaCl, per lo que la célula probablemente
incrementarfa la sintesis de dicha enzima para compensar 0 més bien igualar o
mangener los niveles basales de glutamato intracelulac,

Las actividades mostradas por la enzima GOGAT en condiciones limitantes de
nitrégeno son muy bajas, no se observa inhibicién en presencia de azaserina, y ademss
presenta una desviacisn estdndar muy grande, lo gue sugiere que la actividad
determinada pueda ser artefacto de la técnica empleada. Esto conlieva a probar otras
técnicas mediante las cuales la actividad de dicha enzima sea detectable. Por otro lado,
la enzima glutamino sintetasa (GS) pudo ser medida por el métode de Shapiro vy
Stadtman (1970). A pesar de que las actividades son bajas, s¢ observa un aumento cn la
actividad de la enzima en condiciones de 1M de NaCl, dos veces mis, que cn
condiciones sin sal; csto nuos sugeriria al ipual que la enzima GDH, que el aumento en la

concentracién intracelular de NaCl afecta de manera negativa a esta enzima
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decreciendo su actividad enzimatica , por lo que la célula tendria que incrementar la
sintesis de esta enzima.

Cuando se comparan las actividades especificas de GS de la levadura D. kansenii con las
observadas en el control (S. cerevisige}, las actividades especificas son diez veces menores
en las mismas condiciones de crecimiento.

La enzima GDH de D. hansenii tiene una actividad especifica muy similar cuando se
cultiva en concentraciones de 1.5 v 7.5 mM de asparagina en ausencia y presencia de
Na(l, lo que sugiere que por esta via se lleva a cabo principalmente Ia asimilacién del

amonio en esta levadura halotolerante.
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