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RESUMEN

Entre las levaduras existen especies osmotolerantes como D. hansenii, T. delbrueckii,
S. octosporus, y especies consideradas no osmotolerantes como, por ejemplo, S. cerevisiae.
Algunas levaduras osmotolerantes son utilizadas en la produccién de determinados productos
alimenticios mientras otras se encuentran como organismos contaminantes en varios
alimentos. Sin embargo, Saccharomyces cerevisiae es la levadura empleada tradicionalmente
en la industria para la produccion de diversos productos. Algunos de estos bioprocesos se
desarrollan en medios con alta presion osmotica y esto limita su rendimiento en los procesos
mencionados.

Se realizaron diversas fusiones de protoplastos entre levaduras osmotolerantes y
diferentes cepas industriales de S. cerevisiae con el objeto de obtener hibridos que retinan
caracteristicas de interés industrial de ambos parentales, para luego caracterizarlos
principalmente en cuanto a su comportamiento en medios hiperosméticos.

Las fusiones de protoplastos realizadas entre las levaduras S. cerevisiae P-158 y
Torulaspora delbrueckii CBS-813 y entre S. cerevisiae UCD-522 y Debaryomyces hansenii
NRRL Y-7393, dieron como resultado productos de fusion estables que adquirieron el
caracter osmotolerante. Estos productos de fusion y las cepas parentales fueron estudiados
con respecto a su tolerancia osmética y a otros aspectos fisioldgicos como: morfologia,
asimilacion y fermentacion de azucares, patrones electroforéticos de cromosomas y
proteinas, cinética de crecimiento en medios de diferente osmolaridad, produccion de
polihidroxialcoholes y mecanismos de transporte de monosacaridos a través de la membrana
plasmatica. Al estudiar el efecto que tienen elevadas concentraciones de NaCl sobre el
funcionamiento celular y el desarrollo del cultivo se observd: disminucion de 1a .. de
crecimiento; disminucién del rendimiento en la produccion de biomasa; aumento de la sintesis y
de la retencion intracelular de polioles; alteracion del potencial de membrana (Ay) de las
células; alteracion del transporte de monosacaridos; disminucion de la velocidad de consumo
especifico de oxigeno en presencia de glucosa; alteracion de los patrones electroforéticos de

proteinas totales y de membrana plasmatica.

Palabras clave: Levaduras - osmotolerancia - halotolerancia - osmorregulacion - polioles -

fusion de protoplastos - transporte a través de membrana.



ABSTRACT

The most useful yeast for the industry is still being Saccharomyces cerevisiae,
however this specie is not osmotolerant, and because some particular industrial processes are
carried out on high osmotic environment, the yields of those processes are not as high as
desired.

There are some osmotolerant yeast species like Debaryomyces hansenii, Torulaspora
delbrueckii, Schizosaccharomyces octosporus. Some of them are used on food manufacturing
industry, but also are found as contaminant on other processes.

The aim of this work was to develop yeast strains capable to being used as S.
cerevisiae but also with the osmotolerant characteristic. We have carried out protoplast
fusion between different industrial strains of S. cerevisiae and osmotolerant yeasts and we
studied and characterized the obtained hybrids.

The fusion between S. cerevisiae P-158 and T. delbruecki CBS-813, and between S.
cerevisiae UCD-522 and D. hansenii NRRL Y-7393, yielded stabled hybrids which showed
the desired characteristics of the parental strains.

The fusion products as wells as their parental strains were studied in order to
characterize their physiological behavior in high osmotic environments and also in general
aspects as morphology, sugar assimilation and fermentation, proteins and chromosomal
electrophoretical profiles, growth kinetics, polyhidroxyalcohols production and
monosaccharides membrane transport mechanism.

Studying the impact of high NaCl concentrations to the cell physiology, we observed
that the maximum specific growth rate and the biomass yields decreased; the synthesis and
accumulation of intracellular poliols increased; a membrane potential were modified; the
monossaccharides transport were altered; the specific comsuption oxygen rate in media
contained glucose decreased and that the electrophoretical profiles of total and plasmatic

membranes proteins were modified.

Key words: Yeasts - osmotolerance - halotolerance - osmoregulation - polyols - membrane

transport - protoplast fusion.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

Ay : potencial de membrana [mV]

ApH" : gradiente electroquimico del H'

ApH : gradiente de pH

lmax : Velocidad especifica maxima de crecimiento [h™]
2-DG : 2-deoxi-D-glucosa

abs. : absorbancia

ay : actividad de agua

C : coulomb

c.c.0. : consumo especifico de oxigeno

c.o.f. : células osméticamente fragiles

cel/ml : nimero de células por mililitro

CHEEF : Clamped Homogeneous Electrophoresis Field
DNP : 2-4-dinitrofenol

FIGE : Field Inverted Gel Electrophoresis

J : joule

Kb : kilobases

kda : kilodalton

Kt : constante media de saturacion del sistema de transporte [mM]

PF : producto de fusion

PFGE : electroforesis de campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis)

pHo : pH extracelular de saturacién

pKa : constante media aparente de saturacién con H' del transportador

pmf : fuerza motora del H

ps : peso seco [g/1]

rpm : revoluciones por minuto

S : concentracion de sustrato [mM]

Se : concentracion extracelular de sustrato [mM]

S; : concentracion intracelular de sustrato [mM]
TPP" : tetrafenilfosfonio

v : velocidad de transporte [nmol min™ mg™)

V : voltio

Vimax : velocidad maxima de transporte [nmol min™' mg™']
Y s : rendimiento de producto en funcién del sustrato
Y. : rendimiento de biomasa en funcion del sustrato
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INTRODUCCION

1. Levaduras

1.1. Definicion y taxonomia

Las levaduras constituyen un grupo heterogéneo de organismos incluido en el reino
Hongos, division Eumycota. Son organismos unicelulares carentes de clorofila, caracteristica
que los obliga a una vida saprofita o parasita. Tienen pared celular gruesa, un nicleo bien
organizado, y no poseen medio de locomocidn. Se reproducen sexualmente por medio de
esporas y vegetativamente por brotacion, fision o por un proceso intermedio entre los
anteriores (brotacion-fisién). El tipo de reproduccion mitdtica depende del género (Phaff
et al., 1978; Rose, 1969).

Desde el punto de vista taxonémico las levaduras se dividen de acuerdo a su
reproduccion sexual (Ascomycotina o Basidiomycotina) o por falta de ciclo sexual conocido
(Deuteromycotina). Las categorias taxonomicas inferiores se basan en las distintas

caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y genéticas (Barnett, 1992).

1.2. Biodiversidad y habitats

Hasta el presente se han descripto alrededor de 700 especies de levaduras aunque estas

representan sélo una fraccion de la diversidad de levaduras existentes en el planeta. Se
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calcula que dentro de los ascomycetes existen alrededor de 62.000 géneros y 669.000
especies aun no descriptas (Walker, 1998).

Dentro de algunas especies descriptas no se conoce bien la relacidon que hay entre la
biodiversidad genética y fisioldgica de las células. Por ejemplo, se desconoce la funcion de
alrededor del 50% de los 6.000 genes identificados en el proyecto del genoma de
Saccharomyces cerevisiae (Walker, 1998). Esto demuestra que atn existen propiedades
desconocidas de estos organismos explotados por el hombre durante miles de afios.

Aunque las levaduras no son tan ubicuas como las bacterias, estan distribuidas
ampliamente en los ambientes naturales. Las células de levadura no poseen clorofila (no son
fotosintéticas) y son estrictamente quimiorganotréficas, es decir, que para crecer requieren
formas organicas de carbono. Las fuentes de carbono que pueden metabolizar las levaduras
son diversas e incluyen: azicares simples y compuestos, polioles, acidos organicos y grasos,
alcoholes alifaticos, hidrocarburos y varios compuestos poliméricos y heterociclicos. Las
levaduras son capaces de utilizar distintas fuentes de carbono y la selectividad nutricional
determina la diversidad de especies en nichos determinados, o sea que tienen gran
especializacion de habitat (Phaff ef al., 1978). Por otra parte, como carecen de movilidad,
estos microorganismos dependen de vectores animales o de la actividad humana para su

dispersion natural (Walker, 1998).



1.3. Levaduras y biotecnologia

El término "levaduras" generalmente se asocia al de fermentacion. Esto se debe a que
estos organismos han sido empleados por siglos, en casi todo el mundo, en diversos procesos
fermentativos destinados a la fabricacion de bebidas (vino, cerveza, sake, etc.), de pan, miso
y otras comidas. Sin embargo, durante mucho tiempo, se ignoré por completo su naturaleza.
Recién a partir del siglo XIX las levaduras se convirtieron en objeto de especial atencion
cientifica con las contribuciones de Cagniard de la Tour, Kotzing y Schwann sobre aspectos
morfoldgicos y reproductivos, y de Pasteur acerca de su metabolismo (Phaff et al.,1978,
Oliver, 1991).

A lo largo del siglo XX los avances cientificos y tecnoldgicos se vieron reflejados en
el desarrollo de la industria cervecera y demas industrias relacionadas. Sin embargo, en los
ultimos afios la importancia industrial de las levaduras se extendié mas alla de los usos
tradicionales de la fermentacion hacia otras areas de importancia economica (Figura 1).

Los productos biotecnoldgicos obtenidos a partir de levaduras influyen sobre diversos
sectores de interés comercial como: alimentos, bebidas, quimicos, enzimas industriales,
productos farmacéuticos, agro y medio ambiente. La diversidad de los procesos metabolicos
de las levaduras se refleja en la variedad de tecnologias que se desarrollan a partir de estos
organismos.

Aunque S. cerevisiae ha sido y aun es la especie de levadura mas explotada por la industria,
otras levaduras estan teniendo importantes papeles en la biotecnologia moderna (Walker,

1998).
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Figura 1: Diferentes aplicaciones de las levaduras en biotecnologia

1.4. Caracteristicas celulares

Las células de levadura poseen una gran diversidad en cuanto al tamaiio, forma y
color. Aun células individuales de una cepa pura de una especie particular pueden presentar
heterogeneidad morfoldgica y colorimétrica. Los efectos mas profundos sobre la morfologia

celular son provocados por alteraciones de las condiciones ambientales fisicas y quimicas.
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El tamafio celular puede variar ampliamente. Phaff er al. (1978) establecieron que
algunas levaduras miden entre de 2-3 pm de largo mientras otras especies pueden alcanzar
20-50 pm. El ancho celular es menos variable con un rango entre 1-10 pm.

Las levaduras que pertenecen a los ascomycetes tienen un ciclo de vida bifasico, una
fase asexual o mitdtica y otra sexual. La caracteristica sexual esta dada por el "tipo
conjugante”, por ejemplo las células a, a y a/a de S. cerevisiae. Las células haploidesay a
pueden sufrir apareamiento (mating), un proceso que culmina con la fusién nuclear y la
creacion del diploide a/a.

Con respecto a la forma celular, las levaduras pueden ser: elipsoidales/ovoideas
(especies de S. cerevisiae), cilindricas con extremos hemiesféricos (Schizosaccharomyces),
apiculares/forma de limén (Hanseniaspora y Saccharomycodes), ojivales (Dekkera y
Brettanomyces), forma de botella (células dividiéndose por brotacion-fision, €j.
Pityrosporum), triangulares (Trigonopsis), curvadas (Cryptococcus creanus), filamentosas
(con pseudohifas e hifas ceptadas, ej. Candida albicans y Yarrowia lipolitica), esféricas
(Debaryomyces) o elongadas (varias levaduras dependiendo de las condiciones de
crecimiento). La diferenciacion celular de formas vegetativas a células de levadura en
formas filamentosas (tubos germinales, pseudohifas e hifas verdaderas) ocurre en diversas
especies de levadura. Un comportamiento polimoérfico se origina como consecuencia por
cambios nutricionales en el ambiente y hasta ocurre en la normalmente elipsoidal
S. cerevisiae.

Varias levaduras son pigmentadas como por ejemplo Phaffia rhodozyma que produce

un pigmento denominado astaxantina con diversos usos en biotecnologia.
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1.5. Membranas de levadura

Todas las células estan rodeadas por la membrana plasmatica, una estructura que es
esencial para su viabilidad y funcionamiento. Sus funciones mas importantes son las de
separar el citoplasma del ambiente circundante y controlar el pasaje selectivo de nutrientes y
la exportacion de productos metaboélicos (frecuentemente de alto valor econdmico). La
membrana plasmatica no es la tnica estructura membranosa de una célula. En el citoplasma
de microorganismos eucariotas, el nicleo celular, mitocondrias, vacuolas, el complejo de
Golgi y otros compartimentos estan rodeados por membranas que, de acuerdo a sus
propiedades particulares de permeabilidad, determinan tareas especificas en coordinacion
con el metabolismo celular. Esta habilidad de los diferentes sistemas de membranas
representa una de las caracteristicas mas importantes para uso tecnologico de los
microorganismos.

Las membranas bioldgicas que rodean las células y las que estan en su interior
aseguran que una reaccion bioquimica particular, dentro de un compartimento dado, pueda
ocurrir sin ser perturbada por otras reacciones de otros compartimentos. El intercambio de
intermediarios entre los compartimentos es mediado por los transportadores cataliticos
unidos a membranas que son llamados transportadores y canales que realizan la
permeabilidad selectiva de las membranas bioldgicas. Otro importante papel de las
membranas biologicas en el control del metabolismo celular es proveer del marco estructural
para los complejos multienzimaticos tales como la cadena respiratoria o la fotosintesis (en

plantas).
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La membrana plasmatica representa la estructura celular mas externa que esta en
contacto inmediato con el medio circundante. En términos de su ubicacion, la membrana
plasmatica es probablemente la membrana mas importante para propositos biotecnologicos.
Cualquier factor del medioambiente que actiie sobre células vivas tiene su primer efecto
sobre la membrana plasmatica. Las técnicas de ingenieria genética dependen de la
permeabilidad transitoria de las membranas plasmaticas de bacterias y eucariotas a plasmidos
y otros vectores. Ademas, la habilidad de la membrana plasmatica de exportar selectivamente
productos metabdlicos tiene una importancia econémica significante (Sigler & Hdfer, 1997).

A partir de estos ejemplos es obvio que la permeabilidad selectiva de las membranas
biologicas es un aspecto clave en el contexto de un interés tecnologico particular. Ror lo
tanto, el conocimiento de su estructura y funcion es una parte muy importante de upa

estrategia biotecnoldgica exitosa.

1.5.1. Composicion quimica de las membranas en levaduras

La estructura basica de las membranas de levaduras consiste, como en otras
membranas bioldgicas, en una bicapa de moléculas de fosfolipidos estabilizada por esteroles
(Hofer, 1997, Sigler & Hofer, 1997) (Figura 2). Esta estructura es la principal responsable de
la impermeabilidad de la membrana a moléculas hidrofilicas y a iones. En contraste con los
eucariotas superiores donde el colesterol es el esterol méas abundante, la membrana

plasmaética de levaduras contiene principalmente ergosterol y cantidades menores de
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Figura 2: Representacion esquematica de las membranas bioldgicas

zimosterol (van der Rest et. al., 1995). Proteinas integrales de membrana embebidas en la
bicapa de fosfolipidos proveen a las membranas de permeabilidad selectiva. La diversidad de
propiedades fisiologicas de las membranas bioldgicas depende en gran medida de su
composicion lipidica. La mayoria de las moléculas de fosfolipidos encontradas en las
membranas microbianas son glicerolipidos compuestos de una moléculas de glicerol en la

cual dos grupos alcoholes estan esterificados con acidos grasos de cadenas largas y el tercer
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grupo alcohol con acido fosférico. La gran variedad de fosfolipidos presentes en las
membranas se debe a la variabilidad en largo y en nimero de uniones dobles en los residuos
de acidos grasos. Una base orgénica, tal como colina, etanolamina, inositol o el aminoacido
serina es luego unida al resto del fosfato. Las membranas bioldgicas son estructuras
dindmicas. Existe una rapida difusion lateral dentro de una monocapa, rotacion alrededor de
ejes largos y flexibilidad de las cadenas alifaticas especialmente cerca del centro de la bicapa.
La migracion de lipidos de una monocapa a la otra (flip-flop) es rara. La bicapa lipidica se
comporta como un fluido bidimensional en el cual las moléculas constituyentes (incluyendo
las proteinas de membrana) pueden moverse lateralmente. La fluidez de la membrana
depende de su composicion y de la temperatura. El ergosterol también afecta la fluidez de la
membrana por interaccion de los anillos planos y rigidos con las colas hidrofébicas de los
residuos de acidos grasos. El ergosterol también decrece la permeabilidad de la membrana
plasmatica de levaduras a moléculas hidrofilicas pequefias y probablemente incrementa la
flexibilidad y estabilidad mecénica de la membrana. Esta molécula migra facilmente entre las
monocapas (flip-flop). La mayoria de las funciones especificas de las membranas son
llevadas a cabo por las diversas proteinas asociadas a ellas. En la membrana plasmatica de
levaduras el 50% en peso corresponde a proteinas, mientras la membrana mitocondrial
interna puede contener el 75% en peso de proteinas. En la membrana plasmatica hay
alrededor de 50 moléculas de lipidos por cada molécula de proteina. Las proteinas de
membrana estan unidas a la bicapa de fosfolipidos tanto por uniones covalentes, extendiendo
las cadenas polipeptidicas a través de la bicapa (proteinas integrales de membrana) o por

uniones polares con glicolipidos o con proteinas integrales, en la superficie de la membrana
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(proteinas periféricas). Las proteinas integrales también pueden moverse lateralmente en la

bicapa lipidica.

1.5.2. Mecanismos de transporte de solutos a través de membrana

Las membranas por estar constituidas principalmente por uniones hidrofébicas son
impermeables a moléculas hidrofilicas. Diversas proteinas en la membrana actian como
transportadores permitiendo el intercambio de material entre la célula y su medio ambiente y
entre compartimentos subcelulares y el citosol. La superficie polar a cada lado de la
membrana es la interfase entre las fases acuosas y la region hidrofébica de la membrana y
facilita el pasaje de moléculas de solutos hidrofilicos. La permeabilidad de la membrana a
diversas substancias es variable. Depende de las propiedades tanto del soluto como de la
membrana (Hofer, 1997). Varios procesos de transporte ocurren espontaneamente. Algunos
ocurren debido a la interaccion entre las moléculas disueltas y la membrana y son analogos
de las reacciones quimicas no catalizadas. Sin embargo, la mayoria de los procesos de
transporte son mediados por transportadores especificos o canales y recuerdan las reacciones
catalizadas por enzimas. Por otra parte, al transporte de solutos se lo denomina transporte
activo o transporte pasivo segin requiera o no, respectivamente, aporte de energia
metabolica para llevarse a cabo. El transporte activo es siempre mediado por un
transportador o un canal. El transporte pasivo cuando es mediado por un transportador se

denomina difusion facilitada.
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Difusion (fisica) simple:
Los gases (O,, CO,), alcoholes (C,HsOH), &cidos organicos disociados (CH;COOH),
bases (NH;) y otras moléculas pequefias sin carga migran a través de la membrana por
difusion simple (o fisica) impulsada por el movimiento térmico molecular (Figura 3). La

fuerza impulsora es la

energia libre del gradiente WRRQEE MOLECULA

TRANSPORTADORA

de concentracion de las

moléculas de soluto. La
difusién de cada especie
molecular es

independiente de todas las

, , DIFUSION  DIFUSION —
demas. La velocidad de SIMPLE POR CANALES DIFUSION
FACILITADA

transporte obedece la

primera ley de Fick, es ) . . )
Figura 3: Mecanismos de transporte pasivo, sin aporte

de energia metabdlica: Algunos nutrientes atraviesan
la bicapa lipidica por difusion simple, solubilzandose
en los lipidos de la membrana. Moléculas con carga
difunden a través de canales proteicos dirigidos por el
potencial de membrana. Otras sustancias ingresan por

decir, que a una

temperatura dada es

determinada s6lo por la difusion facilitada, impulsadas por su gradiente de
concentracion y translocadas por proteinas
diferencia de transportadoras.

concentracion del
soluto (AC). El transporte por difusion simple no presenta cinética de saturacion.
El agua penetra la membrana rapidamente debido a su tamafio molecular muy

pequeiio lo que le permite pasar a través de los espacios entre las cadenas de acidos grasos de
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los lipidos. El transporte de agua es un proceso pasivo acoplado al transporte activo de
solutos (incluyendo iones) y/o a las diferencias de presion osmética a cada lado de la
membrana.

Algunos iones pequefios (H', Na*, K*, CI') pasan a través de la membrana sin
interactuar con algin componente particular (permeabilidad pasiva o no especifica). Cada ion
que atraviesa la membrana es, en general, acompariado de otro ion de signo opuesto o un ion
del mismo signo atraviesa la membrana en direccion opuesta. De esta manera, el transporte
ionico es eléctricamente neutro, electroneutro (sin translocacion de carga neta). Por otra
parte el transporte de iones que ocurre sin compensacion de carga de lo llama electrogénico
y genera potencial de membrana. La permeabilidad no especifica de iones pequefios a través

de la membrana es mas lenta que la mediada por canales.

Transporte mediado por proteinas:

La mayoria de los solutos atraviesan las membranas bioldgicas mas rapidamente que
lo que se esperaria por sus coeficientes de permeabilidad estimados y su cinética de
transporte se asemeja a la de una reaccion catalizada por una enzima. La velocidad de
transporte no obedece la primera ley de Fick, pero alcanza una velocidad maxima de
transporte con el incremento de los gradientes de concentracion. Esto es la cinética de
saturacién y es caracteristica del transporte mediado por proteinas (transportadores). El
transporte mediado por transportadores difiere ademas de la difusion simple en: especificidad
de substrato (distincion ain entre isdmeos Opticos), competicion por el transportador cuando
estan presentes multiples substratos y sensibilidad a inhibidores especificos (Hofer, 1997).

12
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Estas propiedades estan determinadas por las proteinas de transmembrana
(transportadores) las cuales, como las enzimas, se unen a la molécula de substrato (soluto) en
un lado de la membrana y la translocan al otro lado donde la molécula unida es liberada.
Luego los transportadores desocupados (libres) vuelven a su conformacion previa con el sitio
de unidn al substrato expuesto hacia el compartimento original y asi el siguiente ciclo de
translocacion puede comenzar. Es decir, los transportadores sufren cambios
conformacionales exhibiendo afinidades diferentes por €l substrato a cada lado de la
membrana. La velocidad del transporte mediado es determinada por la concentracion del
complejo transportador-substrato y es limitado por el nimero de moléculas de transportador
presentes en la membrana.

Otro sistema de transporte mediado por proteinas son los canales iénicos. Estos
catalizan el pasaje de iones a través de las membranas (Figura 3). La difusion de iones via
canales de membrana es controlada por la diferencia eléctrica entre ambos lados de la
membrana, el potencial de membrana (A y). Cuando el potencial es alto los canales estan
cerrados, cuando la membrana se despolariza los canales se abren y los iones pasan a través
de la membrana, regenerando el potencial. La interaccion de los canales con los iones es
débil por lo que poseen una mas baja especificidad de substrato que los transportadores.

Los transportadores pueden operar con o sin gasto de energia metabolica. En el altimo
caso, el transporte mediado por transportadores de moléculas no cargadas es dirigido por el
gradiente de concentracion quimico del soluto. Cuando las moléculas transportadas son iones
su flujo es dirigido por el gradiente de concentracion electroquimico a través de la
membrana. Se denomina difusién facilitada al transporte mediado por proteinas que ocurre

13
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en favor del gradiente (electro)quimico e independiente de energia metabolica (Figura 3). Por
otra parte, el transporte mediado por transportadores que requieren el aporte de energia

metabolica y genera gradientes (electro)quimicos de soluto es el transporte activo.

Transporte activo:

Este tipo de transporte crea y continuamente regenera gradientes con gasto de energia
metabolica. En células de levadura el transporte activo suministra nutrientes y mantiene las
concentraciones intracelulares de iones y metabolitos permitiendo mantener constantes los
flujos metabolicos a pesar de las variaciones ambientales. El transporte activo mantiene el
balance osmotico entra las células y su medio ambiente y participa en la conversion de la
energia libre (producto del transporte de electrones en la cadena respiratoria) a su forma
quimica en ATP.

Hay dos modos de transporte activo dependiendo de la forma en que se acopla a la
energia metabolica (Figura 4 y 5). Transporte activo primario es una interaccion directa de
las moléculas del transportador con energia metabolica, la cual en levaduras es provista por
ATP. Estas proteinas transportadoras tienen dos actividades cataliticas, la hidrélisis de ATP y
la translocacion de iones. Ellas son llamadas ATPasas transportadoras o bombas de iones.
Las ATPasas transportadoras conocidas translocan solo iones pequefios (H', Na*, K*, Ca®”,
CI’). Las células de levadura tienen s6lamente ATPasas transportadoras que translocan iones
H' y Ca*. El bombeo de H' genera un gradiente electroquimico el cual impulsa numerosos
procesos de transporte activo secundario. Estos no estan directamente acoplados a energia
metabolica. Su fuerza impulsora es la energia libre del gradiente de H" generado por un
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MOLECULA SYMPORT ANTIPORT
TRANSPORTADORA

ATP L J

ADP TRANSPORTE ACOPLADO

TRANSPORTE ACTIVO

Figura 4: Mecanismos de transporte activo, con aporte de energia metabolica: La
captacion del nutriente es impulsada por la fuerza motora del proton. Una ATPasa
expulsa activamente protones de la célula y a través de otra proteina transportadora los
protones reingresan al citosol simultdneamente con la molécula del nutriente (symport).
Cuando el reingreso de los protones esta acoplado a la salida de un ion el proceso se
denomina antiport.

sistema de transporte primario. Esta fuerza impulsora acopla el transporte de un soluto con
los H" que fluyen en favor de su gradiente de concentracién (cotransporte con H"). El
proceso puede ser symport (ambos en la misma direccién) o antiport (en direcciones
opuestas); uniport es un transporte de iones, principalmente a través de canales, dirigido s6lo
por el potencial de membrana (Figura 5).

La membrana plasmatica necesita ser energizada para realizar en forma efectiva la
incorporacion de nutrientes (carbohidratos, aminoécidos). En membrana de levaduras y otros
eucariotas (Figura 6), la H'-ATPasa de membrana plasmatica genera el gradiente

electroquimico de H a través de la membrana por hidrélisis del ATP citosélico el cual se
15




origina a partir de glucdlisis o
de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial. Esta ATPasa
bombea protones fuera de la
célula polarizando asi la
membrana plasmatica que
queda con su lado
citoplasmatico mas negativo y
alcalino que el lado externo. El
potencial de membrana
resultante se define como
negativo. Ademas de la ATPasa
de membrana plasmaética
(ATPasa tipo P), existe una
H'-ATPasa en la membrana
mitocondrial interna
(FoF,-ATPasa) y una
H'-ATPasa en la membrana
vacuolar (ATPasa tipo V)
(Figura 6).

Segun la teoria de

Mitchell (1966), el gradiente de

Introduccion

Figura 5: Representacién esquematica de varios
sistemas de transporte en la membrana de
levadura: 1) Transporte activo primario por la
H'-ATPasa, la bomba de protones que genera el
gradiente electroquimico del H', Apy+.

2-5) Transporte activo secundario: symport de
moléculas de soluto S no cargadas

(2, electroquimico) o cargadas negativamente
(3, electroneutro), dirigido por el Apy+ o por
ApH, respectivamente. ApH también dirige el
antiport electroneutro (4) de moléculas de soluto
M cargadas positivamente, mientras el uniport
electrogénico (5) de iones I cargados tanto
positivamente como negativamente, es dirigido
por el potencial de membrana Ay. 6) Transporte
pasivo de moléculas no cargadas S en favor de
su gradiente de concentracion catalizado por una
molécula transportadora (difusion facilitada).
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ubstrato

Figura 6: Representacion esquematica de la variedad de los sistemas de transporte en una célula de
levadura. Los diferentes sistemas de transporte estan compartimentalizados en organelas
subcelulares:

1) H'-ATPasa (H'-bomba) en membrana plasmatica (ATPasa del tipo P). La hidrélisis del ATP
libera la energia libre necesaria para generar un Apy+ a través de la membrana plasmatica.

2) Symport H'/sustrato. Acumula sustrato dentro de la célula usando la energia libre del Apy+.

3) Canal i6nico. Transporta iones compensando diferencia de cargas entre el medio intra y
extracelular (Apy+ y H'-symport). 4) Glucélisis. Produccion de ATP a través del catabolismo de la
D-glucosa a piravico. 5) Piravico en la mitocondria. Se oxida a CO, a través del ciclo del acido
citrico y a H,O en la cadena respiratoria. 6) H'-ATPasa (H'-bomba) en membrana interna
mitocondrial (ATPasa del tipo F). Convierte la energia libre del Apy+ generado por la cadena
respiratoria en la forma quimica de ATP. 7) Translocador ATP/ADP. Cataliza el intercambio de
ATP/ADP entre el interior de la mitocondria y el citosol. 8) H'-ATPasa (H'-bomba) en membrana
vacuolar (ATPasa del tipo V). Genera Apy+ a través de la vacuola. MP: membrana plasmaética.

M: mitocondria. V: vacuola

protones generado a través de las membranas representa una forma de energia intermedia que

puede utilizarse para la sintesis de ATP o para la acumulacion de solutos. La mayoria de los
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sistemas de transporte de solutos en levaduras estan acoplados al gradiente electroquimico
del proton, de manera que los solutos son cotransportados con protones. Los sistemas de
cotransporte (o symport) pueden ser tanto electroneutros, cuando estan acoplados a un anién,
o electrogénicos cuando cotransportan una molécula de nutriente eléctricamente neutra
(azucar) (Figura 6). Este ultimo proceso despolariza la membrana. La energia para
repolarizar es suministrada por la cadena respiratoria o por una H'-ATPasa regenerando asi

el potencial de membrana y/o el gradiente de pH.

2. Osmotolerancia y osmorregulacion

El funcionamiento de las macromoléculas celulares depende de un ambiente quimico
apropiado que en todas las formas de vida consiste en agua. La molécula de agua es pequeiia
y en la célula es la molécula dominante por peso y nimero. La disponibilidad de agua
frecuentemente impone limites al proceso de la vida y en los ambientes deficientes en ella
solo pueden prosperar formas de vida muy especializadas. Los desiertos son tal vez los
ambientes donde es mas notoria la escasez en moléculas de agua. Sin embargo, existen otros
ambientes en los cuales las células sufren deficiencia en agua atin cuando las moléculas de
ésta son abundantes. El potencial quimico del agua en esos ambientes esta disminuido por la
unién de las moléculas de agua con las de otros compuestos, determinando que la cantidad

disponible de agua libre sea insuficiente (Blomberg, 1988).
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Potencial de agua de las soluciones:

Se utilizan distintos términos para describir la disponibilidad de agua de una solucién
tal como actividad de agua, potencial de agua, potencial osmético y osmolalidad. Todos estos
términos estan interrelacionados y cualquiera de ellos puede utilizarse indistintamente. Sin
embargo en las relaciones de agua microbianas se utilizan con mayor frecuencia los términos
actividad de agua y potencial de agua (Scott, 1957; Brown, 1976, 1978; Galinski, 1995).

La actividad de agua a,, de un substrato define la cantidad de agua libre disponible y se
expresa como:

ay : p/po
donde p es la presion de vapor de agua en la solucidn y po es la presion de vapor del agua
pura. (Brown, 1976). Este concepto tiene gran influencia sobre el crecimiento microbiano.
Un crecimiento maximo no tiene lugar a a,, = 1,00 pero si en algin valor 6ptimo mas bajo
dependiendo de la cepa. En general disminuyendo el valor de a,, de un medio de crecimiento
en condicione Optimas resulta en un decrecimiento en la velocidad de crecimiento. Cuando
alcanza "cero", los microorganismos mueren o sobreviven en un estado de dormancia
(Jermini & Schmidt-Lorenz, 1987).

La interconversion de actividad de agua en potencial de agua de una solucién puede
realizarse mediante la siguiente relacion:

w (sol): 1,37 x 10° x In a,,
donde y (sol) se expresa en bars (Griffin, 1981). El potencial de agua es una propiedad
coligativa de una solucion y esta relacionado a otras propiedades coligativas como la

depresion del punto de congelamiento, la depresion de la presion de vapor y la elevacion del
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punto de ebullicion (Nobel, 1974). El potencial de agua de una solucidn es, a concentraciones
bajas, una funcién de la cantidad de particulas (iones 0 moléculas) (Brown, 1976). Sin
embargo a concentraciones crecientes el tipo de molécula de soluto es cada vez mas
importante.

Si dos soluciones de diferente potencial de agua son separadas una de otra por una
membrana semipermeable el agua fluird desde la solucidn de alto a la de bajo potencial. Este
flujo se llama 6smosis y estd involucrado en diversos fenémenos biolégicos como
deshidratacion de c€lulas, funcionamiento de los rifiones, apertura de los estomas de las

hojas, etc. (Blomberg, 1988).

Potencial de agua de las células:

El potencial de agua total de una célula y, (cel) se define como:

W, (cel): y, (cel) + y, (cel) + yr, (cel)
donde y, (cel) representa el potencial osmotico debido a los iones y moléculas disueltos en el
citoplasma, y,, (cel) es el potencial de turgencia de la célula y yp, (cel) es el potencial de la
matriz celular (Gardner & Ehlig, 1965). El potencial de turgencia de la célula es una funcion
de la cantidad de moléculas y iones disueltos en el citoplasma y la magnitud de la elasticidad
de la pared celular (Zimmerman, 1978). El potencial de la matriz es despreciable bajo

condiciones de no deshidratacion extrema (Blomberg, 1988).
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2.1. Osmorregulacion

Comunmente se emplea el término Osmorregulacién para definir el conjunto de procesos
activos llevados a cabo por una célula durante la adaptacion a la resistencia o fuerza osmética
impuesta por el medio ambiente (Csonka & Hanson, 1991). En este periodo de adaptacion
pueden reconocerse tres etapas (Blomberg, 1988) :

1) Deshidratacion: fendmeno puramente fisicoquimico que implica flujo pasivo de
agua desde la célula para restablecer el equilibrio osmético entre ella y su medio ambiente, lo
que produce la pérdida de turgencia.

2) Osmorregulacion adaptativa: adaptacion fisioldgica al nuevo ambiente mediante
alguna estrategia acorde a la fisiologia celular que permite recuperar la relacion
turgencia /volumen celular.

3) Regulacion Homeostitica: el organismo alcanza un estado estable, totalmente

adaptado al medio de bajo potencial de agua y comienza el crecimiento.

Las membranas bioldgicas son altamente permeables al agua, sin embargo la
permeabilidad a los solutos es generalmente mucho mas baja. Asi una célula expuesta a un
bajo potencial de agua, es decir donde el y (sol) es menor que el y, (cel), inevitablemente se
deshidratara por el proceso de dsmosis. Sin embargo, la magnitud de la pérdida de agua
dependera de las propiedades elasticas de la pared celular. Esta deshidratacion osmética
inicial es un proceso rapido, con una escala de tiempo en segundos (Brown & Edgley, 1980)

y que se detiene cuando se alcanza el equilibrio osmético entre la célula y el medio ambiente.
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En las células de cualquier organismo el medio intracelular debe permanecer
relativamente constante con respecto a la fuerza idnica, pH y niveles de metabolitos, para que
el metabolismo activo ocurra. Asi, en medios de baja osmolalidad, aquellos mecanismos
homeostaticos que mantienen estos parametros en los limites requeridos, predominan en el
mantenimiento de la osmolalidad intracelular (Csonka & Hanson, 1991). Pero luego de la
transferencia a un medio hiperosmoético las células deben adaptarse al cambio producido.
Entre los organismos existen dos tipos de estrategias para enfrentar esta situacion: la del tipo
"sal en el citoplasma" y la de "osmolitos organicos" (Galinski & Triiper, 1994). La primera
de la estrategias mencionadas consiste en permitir la entrada al citoplasma de sal o solutos
para equilibrar osméticamente el interior celular con al medio externo. Los representantes
mas conspicuos de esta estrategia son las halobacterias y un rango de eubacterias anaerdbicas
(Zhilina & Zavarzin, 1990; Oren, 1991; Caumette ef al., 1991). La extrategia alternativa de
adaptacion osmotica y la mas generalizada entre los organismos consiste en la exclusion de
sal o solutos de la célula y 1a produccién y acumulacién intracelular de osmolitos organicos
que permiten a la célula mantener un ambiente citoplasmatico "normal"”. Estos compuestos
por ser compatibles con la actividad celular fueron denominados solutos compatibles
(Brown & Simpson, 1972). Cuando estos osmolitos organicos estan presentes en el medio
circundante, los organismos usualmente tienden a incorporarlos mas que a sintetizarlos de
novo. Aquellos organismos incapaces de producirlos por si mismos pueden adquirir un cierto
rango de osmotolerancia por la acumulacion de estos osmolitos externos. (Figura 7 ). Un alto
grado de evolucion convergente parece haber existido entre procariotas y eucariotas en
cuanto a la produccién y acumulacion de estos llamados solutos compatibles (Brown &
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Figura 7: Tres posibles estrategias luego de un shock hiperosmoético. Luego de la deshidratacion
inicial y pérdida de turgencia, las células necesitan balancear el gradiente osmético. A) Solutos
externos entran a la célula, lo que requiere un ajuste de todos los componentes citoplasmaticos.
B) Solutos externos son excluidos y solutos compatibles intrinsicos son sintetizados. C) Solutos
externos son excluidos, pero otros componentes son acumulados desde el medio extracelular y
usados como solutos compatibles.

Simpson, 1972) y estan restringidos a pocas clases de compuestos: a) polihidroxialcoholes
(polioles), presentes en algas y hongos (Goto et al. 1990); b ) aminoéacidos y derivados y
¢) metilaminas, encontrados ambos en eubacterias, protozoos, plantas vasculares y peces
(Steinkraus ef al., 1985).

Estos osmolitos compensatorios son compuestos de bajo peso molecular y
compatibles con la fisiologia celular pues protegen a las enzimas y proteinas estructurales de

la célula de la inactivacidn, inhibicién y desnaturalizacion provocadas por el bajo potencial
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de agua del medio. Estos compuestos son preferencialmente excluidos de las esferas de
hidratacidn de proteinas, promoviendo el ensamblaje de subunidades, estabilizando contra la
desnaturalizacion y activando enzimas en presencia de solutos desnaturalizantes (Low,
1985). Es decir, que no sélo actian como osmoestabilizadores sino también como
osmoprotectores.

Mientras la primer estrategia requiere un extenso ajuste de la fisiologia celular al
nuevo ambiente citoplasmatico, la segunda constituye una forma de adaptacion mas flexible
que puede ajustarse a un rango de condiciones fisioldgicas mucho mas amplio.

Es evidente que el periodo de adaptacion osmotica y el posterior crecimiento en un
nuevo estado de estabilidad y equilibrio osmético, constituyen un proceso que
inevitablemente demanda gasto de energia por parte de las células ya que éstas deben

mantener gradientes de concentracion extra durante el estrés de potencial de agua.

2.2. Osmotolerancia

Se denomina osmotolerantes a los organismos que expuestos a un estrés de potencial
de agua, logran equilibrar osméticamente el medio interno celular con el medio externo, por
haber adquirido evolutivamente un mecanismo de osmorregulacion. Dentro de este grupo
existen no solo diferencias en cuanto al rango de potenciales osméticos sino también respecto
a la clase de soluto responsable del bajo potencial de agua del medio. Asi por ejemplo,

existen organismos halotolerantes (capaces de soportar concentraciones elevadas de sal en el
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medio de crecimiento), azucares tolerantes y aquellos que pueden adaptarse a elevadas

concentraciones de sales como de azucares.

En los ambientes de reducida actividad de agua existen representantes de los

principales grupos de microorganismos: cianobacterias, eubacterias, archibacterias, algas,

levaduras y hongos filamentosos, pero solamente las levaduras y los hongos filamentosos han

desarrollado la capacidad de crecer en ambientes conteniendo concentraciones elevadas de

azucar (Hocking, 1993).

La figura 8 muestra la relacion entre la velocidad de crecimiento de levaduras y la

actividad de agua del
medio (ay), en cepas con
distinto grado de
osmotolerancia. Levaduras
como S. cerevisiae son
consideradas no
osmotolerantes u
osmosensibles. Por
ejemplo, al transferirse
estas levaduras desde un
medio sin sal a otro con

elevada concentracion

S —

osmotolerante

osmofilico

osmosensitivo

dw

Figura 8: Variacion de la velocidad de crecimiento (p)
en funcion de la actividad de agua (ay) del medio
extracelular. Respuesta de diferentes levaduras ante el
estrés osmotico.

salina sobreviven pocas células. Esto constituye un fenémeno que se denomina:

hipersensibilidad al estrés de agua. El término osmotolerante describe a levaduras que
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pueden tolerar un amplio rango de potenciales osmoticos pero no requieren de esas
condiciones para crecer (¢j. la levadura halotolerante Debaryomyces hansenii y la azicar y
halotolerante Torulaspora delbrueckii). Por altimo, aquellas levaduras que unicamente
crecen en ambientes con bajos potenciales de agua son denominadas osmofilicas obligadas.
A este grupo pertenecen la levadura-hongo Eramascus y ciertas especies marinas de
Metschnikowia las que requieren, respectivamente, altas concentraciones de azucar y sal para

poder crecer (Phaff et al., 1978).

3. Levaduras osmotolerantes

Las levaduras osmotolerantes son importantes para la industria alimentaria. Algunas
son utilizadas como organismos de fermentacion en la produccion, por ejemplo, de salsa de
soja y de miso. Otras se encuentran como organismos contaminantes en diversos alimentos
como jarabes de glucosa, leche condensada dulce, miel, mermeladas, frutas secas,
concentrados de jugos de fruta, productos de confiteria y panaderia y carnes saladas. Los
géneros mas importantes son Deabaryomyces, Hansenula, Pichia, Zigosaccharomyces,
Torulopsis, Schizosaccharomyces y Torulaspora. El proceso de osmorregulacion se ha

estudiado principalmente en Saccharomyces, Zigosaccharomyces, Deabaryomyces 'y

Hansenula (Hocking, 1993).



3.1. Osmorregulacion en levaduras

Introduccion

En levaduras hay diversas funciones celulares involucradas en osmorregulacion. Estas

funciones se representan en la figura 9 y son las siguientes (Blomberg, 1988; Hocking,

1993):

3
GLUCOSA —> l——»
5

GLICEROL

GLICEROL

Figura 9: Representacion
esquematica de las
funciones celulares
involucradas en la
osmorregulacion en
levaduras. 1) Expulsion de
Na* (ATPasa del tipo P).
2) Incorporacion de K*.

3) Aporte de energia.

4) Captacion de glucosa.

5) Produccién de glicerol.
6) Liberacion de glicerol
(Fps 1, difusion facilitada).
7) Incorporacioén de glicerol.

1) Expulsion de iones sodio: Para mantener las actividades enzimaticas en niveles

apropiados las células aceptan niveles relativamente bajos de iones sodio. Esto se logra

por la baja permeabilidad de las membranas a los iones y por la expulsi6n activa de Na’.

En levaduras ocurre un intercambio electroneutro Na'/ K* como un sistema de transporte
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2)

3)

4)

secundario de tipo antiport dirigido por la ATPasa generadora del gradientre de H' y
también se ha encontrado en S. cerevisiae una Na'- ATPasa que expulsa Na' y que opera
a pH mas alcalino.

Incorporacién de potasio:. El transporte de K* en levaduras requiere ATP y esta acoplado
a la bomba de protones que es la responsable de crear un gradiente electroquimico a
través de la membrana plasmatica. Se encontré que en S. cerevisiae y Zigosaccharomyces
rouxii el estrés osmético, por descenso de la a,, del medio, provoca una disminucién
transitoria del K intracelular y que esto, al menos en Z. rowuxii, podria ser responsable del
disparo de la respuesta adaptativa de las células consistente en la sintesis de ciertas
proteinas y la acumulacion de glicerol.

Aporte de energia: Los procesos de transporte de iones Na'y K* dependen de un aporte
apropiado de energia, el cual explicaria en parte la disminucion del rendimiento durante
el crecimiento en medio con sal. Por ejemplo, tanto D. hansenii como S. cerevisiae
disipan mas calor por gramo de peso seco formado, como una respuesta al incremento en
la salinidad del medio. Esto indica que mas energia es dirigida al mantenimiento durante
el crecimiento a bajos potenciales de agua.

Incorporacion de glucosa: Glucosa u otro tipo de substrato es necesario en la respuesta
osmorregulatoria como un substrato energético en la sintesis de ATP y como fuente de
carbono en la produccion de solutos compatibles. En levaduras osmotolerantes, el sistema
de transporte de glucosa es en general menos afectado por bajos potenciales de agua que

el de levaduras menos osmotolerantes, como S. cerevisiae.
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5) Produccion de polioles: Glicerol es el principal soluto compatible inducible en levaduras.
El proceso de produccion de glicerol esta estrechamente ligado al catabolismo de la
glucosa, puesto que uno de los intermediarios en glucdlisis sirve como substrato.

6-7) Acumulacion de glicerol: Durante el crecimiento en bajos potenciales de agua las
levaduras acumulan principalmente glicerol como soluto compatible para lograr
restablecer la relacion volumen / turgencia de las células. Se ha demostrado en bacterias y
en levaduras que la acumulacion de un soluto compatible es el principio central en la

respuesta respuesta osmorregulatoria a bajos potenciales de agua.

3.1.1. Acumulacion de solutos compatibles. Polioles

La mayoria de lo hongos producen polioles y cuando son expuestos a bajos
potenciales de agua aumentan notoriamente la produccién y acumulacion de los mismos. Los
polioles que las levaduras predominantemente producen durante la utilizacion del azucar son
glicerol, eritritol y D-arabitol. Sin embargo una especie individual de levadura usualmente no
produce mas de dos de ellos (Blomberg, 1988). En células de levadura que creecen en
condiciones de estrés osmotico el glicerol es el principal soluto compatible osméticamente
activo. Regula la relacion turgencia /volumen de la célula y es uno de los compuestos menos
toxicos en un rango de concentraciones muy amplio. Los demas polioles de mayor numero
de carbonos, como eritritol, arabitol y manitol, responden menos a la salinidad del medio,

siendo su produccidon mas o menos constitutiva y pudiendo acumularse en las células en
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concentraciones relativamente altas independientemente de la concentracion de sal

extracelular.

3.1.2. Metabolismo del glicerol

a) Produccion de glicerol. En las levaduras el glicerol puede ser metabolizado, es decir,
producido o utilizado a través de dos vias diferentes: 1) via glicerol-3-fosfato o 2) via
dihidroxiacetona (Prior & Hohmann, 1997) (Figura 10). La primera es la ruta de sintesis
de glicerol mas comin en levaduras e involucra el flujo glicolitico a través de la
reduccion de la dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato por la enzima citoplasmatica
gicerol-3 fosfato deshidrogenasa (GPD) y la posterior defosforilacion de
glicerol-3-fosfato a glicerol por la enzima glicerol-3-fosfatasa. La segunda es una ruta
alternativa en el metabolismo del glicerol encontrada principalmente en la levadura
Schizosaccharomyces pombe que involucra a la dihidroxiacetona y a las enzimas
dihidroxiacetona fosfatasa y glicerol deshidrogenasa. En las levaduras osmotolerantes
Z. rouxii (van Zyl et al., 1991) y D. hansenii (Adler et al., 1985) se detecto actividad
enzimatica de glicerol dehidrogenasa y de dihidroxiacetona kinasa. En Z. rowxii se
observd que las dos actividades enzimaticas son inducidas en condiciones de estrés
osmotico, lo que sugiere que esta ruta metabdlica interviene en el control de la
acumulacion del glicerol en tales condiciones. En S. cerevisiae se encontré muy baja
actividad de estas enzimas lo que indica que la ruta de la dihidroxiacetona no es

significativa en esta levadura (Prior & Hohmann, 1997). La produccion de glicerol suele

30



Introduccion

GLICEROL

GLICEROL
(Gluconeogénesis)

Fosfolipidos

GLICEROL NAI;ADH Glucosa-6-P
GLICEROL \ %Pi '?Q I

1l

Piravico

MITOCONDRIA (Glucolisis)

Figura 10: Produccion, utilizacion y compartimentalizacion del glicreol en S. cerevisiae.

1) gliceroquinasa. 2) glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial dependiente de FAD.

3) glicerol-3-fosfato deshidrogenasa citosélica dependiente de NAD". 4) glicerol-3-fosfatasa.

5) dehidroxiacetona kinasa. 6) dehidroxiacetona fosfatasa. 7) glicreol deshidrogenasa.

8) triosafosfato isomerasa. 9) aldolasa. La via alternativa para la produccion de glicerol a través de
hidroxiacetona ha sido confirmada sélo para S. pombe. DHA: dehidroxiacetona.

DHAP: dehidroxiacetona fosfato. Gli-3-P: glicerol-3-fosfato. DHAP y Gli-3-P recuadrados son los
intermediarios mas importantes.

estar relacionada tanto a la fase de crecimiento como al potencial de agua del medio. Por
ejemplo, D. hansenii produce dos polioles, glicerol y arabitol (Adler & Gustafsson,

1980). El poliol predominante durante el crecimiento en medio basal es arabitol, pero al
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disminuir el potencial de agua del medio se produce un incremento en la produccion de
glicerol. Sin embargo, la formacion de arabitol permanece relativamente constante
independientemente del potencial de agua del medio. La dindmica en la produccion de los
dos polioles durante el crecimiento en medio con sal, esté relacionada a la fase de
crecimiento: la produccion de glicerol predomina durante la fase exponencial, mientras
que la formacion de arabitol prevalece al acercarse el cultivo a la fase estacionaria. El
arabitol se produce a partir de uno de los intermediarios en la via de las pentosas fosfato
llamado ribulosa 5-fosfato (Spencer & Spencer, 1978). Previo y concomitante a la
produccion de arabitol el glicerol es utilizado y desaparece del cultivo. Parte del glicerol
que es metabolizado al final de la fase exponencial serviria como substrato en la
produccion de arabitol (Adler & Gustafsson, 1980). También S. cerevisiae incrementa la
produccion de glicerol al aumentar la concentracion de sal en el medio de crecimiento. Es
decir que esta dos levaduras, D. hansenii y S. cerevisiae desvian una proporcion
incrementada de la glucosa consumida en la produccidn de glicerol como respuesta al
crecimiento en bajos potenciales de agua. Se ha encontrado en estas levaduras que las
enzimas glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GPD) y la glicerol 3-fosfatasa son inducidas
por incremento de la salinidad, siendo ademas muy superior €l nivel de induccion en

S. cerevisiae. Se encontrd también que el aumento de la actividad especifica de GPD esta
relacionado al aumento de la cantidad de moléculas de la enzima (Blomberg, 1988). Por
otra parte, la levadura altamente osmotolerante Z. rouxii, produce relativamente pequefias
cantidades de glicerol durante el crecimiento en un medio de bajo potencial de agua pero
su respuesta adaptativa consiste en retener intracelularmente una mayor cantidad del
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b)

poliol producido (Onishi, 1990). En Z. rowxii un descenso de la actividad de agua del
medio produce poco o ningin efecto sobre la actividad de la enzima glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa.

Permeabilidad al glicerol: El glicerol, asi como otros polioles, atraviesa las membranas
bioldgicas por difusion pasiva debido a su naturaleza lipofilica (Sutherland, et al., 1997).
Sin embargo, durante mucho tiempo existié la idea de la gran permeabilidad del glicerol a
través de todas las bicapas lipidicas. Sin embargo, existe una gran variacion en cuanto a la
permeabilidad al glicerol entre los distintos tipos de membranas bioldgicas. El valor mas
elevado de permeabilidad se registr6 para liposomas y el mas bajo para el género
osmotolerante Dunalliella (Brown et al., 1982). En bacterias la elevada permeabilidad al
glicerol esta asociada con difusion facilitada a través de proteinas de membrana
(Blomberg, 1988). La composicion lipidica de la membrana de un organismo puede
afectar tanto la velocidad de la difusion pasiva como la de la difusion facilitada por
proteinas. Las proteinas integrales de membrana usualmente requieren lipidos especificos
para una actividad 6ptima y son inhibidas por otras especies de lipidos. Las actividades de
las proteinas de membrana son también sensibles a la dinamica de la bicapa lipidica y del
estado fisico-quimico el cual, al mismo tiempo, es determinado por la composicion de
lipidos de la membrana (Sutherland, et al., 1997). En levaduras el aumento de salinidad
del medio afectaria la fluidez de la membrana plasmatica provocando cambios en la
composicion de la misma. Por ejemplo, en Z. rouxii las células se protegerian del estrés
osmético del medio por aumento de la saturacién de los lipidos de membrana (Yoshikawa

et al., 1995). Asi la fluidez de la membrana decrece como resultado del incremento de la
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proporcion de C18 : 1 /C18 : 2 en los acidos grasos cuando las células crecen en
presencia de alta concentracion de NaCl. Esta mayor rigidez de la membrana permitiria
mantener constante la concentracion intracelular de Na* evitando la penetracion de Na*
extracelular y también limitaria la fuga de glicerol al exterior facilitando su acumulacion
en ¢l interior de las células. También se observo en esta levadura (Hosono, 1992) que el
aumento de la salinidad del medio determina un aumento de la cantidad de ergosterol
libre en la membrana celular lo cual también colaboraria en la disminucidon de la fluidez
de la membrana. El ergosterol es el principal esterol en membranas de levaduras y los
esteroles tienen un importante papel en la determinacion de la organizacion estructural de
las membranas bioldgicas, influenciando funciones tales como permeabilidad de solutos y
las actividades de enzimas unidas a membrana.

Transporte de glicerol: A pesar que el glicerol, por su naturaleza lipofilica, puede
atravesar las membranas bioldgicas por difusion pasiva, los microorganismos producen
frecuentemente proteinas que permiten un transporte mas rapido a través de la membrana.
Las proteinas transportadoras de glicerol en los microorganismos incluyen tanto sistemas
de difusion facilitada como de transporte activo (Sutherland, et al., 1997). En Escherichia
coli el glicerol atraviesa la membrana citoplasmatica a través de un mecanismo de poro
proteico codificado por el gen glpF. En levaduras osmotolerantes como D. hansenii,
Pichia sorbitophila'y Z. rouxii existen sistemas constitutivos que transportan activamente
el glicerol conjuntamente con H* o iones Na" permitiendo a las células un gradiente de
glicerol en presencia de concentraciones elevadas de sal en el medio. Asi compensan la
fuga natural del poliol hacia el medio extracelular. En S. cerevisiae existen dos sistemas
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de transporte para glicerol, uno de difusi6n facilitada y otro activo de cotrasporte con
protones inducido durante el crecimiento con substratos gluconeogénicos. Ambos
sistemas son reprimidos por glucosa (Lages & Lucas, 1997). El sistema mencionado de
difusion facilitada en S. cerevisiae estaria relacionado con el gen FPS1 que codifica para
una proteina perteneciente a la familia MIP que constituye un grupo de proteinas canal
presentes en un amplio rango de organismos desde bacteria hasta humanos (Sutherland,

etal., 1997).

3.1.3. Cambios metabolicos inducidos por el estrés osmético.

El estrés salino tiene dos principales efectos perjudiciales sobre las células: la pérdida
de presion de turgencia y la toxicidad de los iones Na* en el metabolismo celular (Figura 11).
La adaptacion de las células de levadura a estas condiciones requiere la induccion de
I) mecanismos que logren elevar la concentracion intracelular de glicerol para restablecer la
presion de turgencia y II) la modificacion de los sistemas de transporte a través de la

membrana plasmatica para expulsar del citosol a los iones Na* (Park e al., 2001).

I) Los mecanismos por los cuales las levaduras mantienen concentraciones elevadas
de glicerol en equilibrio con el estrés osmoético externo son: i) un incremento en la
produccion de glicerol, ii) una reduccion de la pérdida de glicerol a través de la membrana

celular y iii) incorporacion del glicerol que se habia perdido de la célula. En general estos
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ALTA CONCENTRACION DE NaCl

ESTRES | OSMOTICO - ESTRES IONICO
§ I i
! Shn 1 A Ca*" - Calmodulina
v (osmosensor) e Genes HAL i@
Sho 1
(osmosensor) g AMP, -PKA @ Calcineurina
¢ Ssk 1
(osmosensor) @
Ste 11 ¢ @
(MAPKKK)
Ssk 2 y Ssk 22
(MAPKKK) ®

Pbs 2

(MAPKK)
Regulacién sintesis
de B-glucanos (pared)
Hog 1 Na'/ATPasa
(MAPK) 1
& Catalasa citosolica (CTT 1) W
FPS 1 ®/
“/ Proteinas de Heat Schock Transportador de K*
GDP 1 DDR 2
Glicerol-3ﬁ’-deshidrogenasa v
Mayor produccion Expulsién de Na*
v de glicerol v
Menor permeabilidad Incorporacion de K*
al glicerol

Figura 11: Esquema de las cascadas de activacion metabdlica inducidas por el estrés osmético y por
el exceso de iones sodio (estrés i0nico). 9 : cascada de induccion de la sintesis de glicerol (via Hog).
Es activada por dos mecanismos independientes a partir de dos osmosensores diferentes en la
membrana, Shol y Sinl-Ssk1. Ambas rutas de activacion (azul y rojo respectivamente) convergen en
la proteina Pbs2. : Via independiente de la cascada Hog para la activacion de la enzima Glicerol-
3-P-deshidrogenasa. -# : Inhibicion del gen FPS1 que codifica para la proteina de canal que controla
el pasaje de glicerol desde la célula al exterior. # : El complejo Ca’-calmodulina activa a la proteina
calcineurina que a su vez induce la expresion de los genes ENA1 y TRK1/TRK2. % : Cascada
regulatoria de la proteina kinasa A dependiente de AMPc que regula la expresion del gen ENAL.

-» +Los genes de halotolerancia (HAL) inducen la expresion de los genes para los transportadores
deNa yK".
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mecanismos son regulados a través de cascadas de proteinas-kinasas denominadas MAPK
(Mammalian mitogen-activated protein kinase cascades). Son médulos proteicos
transmisores de seifiales a partir de estimulos ambientales y que se encuentran tanto en células
eucariotas superiores como en levaduras (Bisland-Marchesan et al., 2000). Una cascada
MAPK tipica estd compuesta por tres proteinas-kinasas, una MAPK, una MAPK kinasa
(MAPKK) y una MAPKK kinasa (MAPKKK). Las células de levadura poseen diversas
cascadas MAPK que transmiten diferentes estimulos extracelulares (por ejemplo, feromonas
de apareamiento, osmolaridad elevada, osmolaridad reducida y escasez de nitrogeno).
S. cerevisae, considerada como levadura referente, responde al incremento en la osmolaridad
del medio extracelular activando la cascada Hogl MAPK. Esta cascada es esencial en la
supervivencia de la levadura en medios de alta osmolaridad porque el blanco principal en
esta cascada de activacion es la induccion de la sintesis de glicerol. Por eso a esta via se la
conoce con el nombre HOG (high-osmolarity glicerol response).

La ruta HOG es activada por dos mecanismos independientes (Bisland-Marchesan
et al., 2000). El primero involucra un osmosensor o sensor de turgencia de dos componentes,
integrado por las proteinas SInl (de transmembrana) y Ssk1 que activan a las protein-kinasas
Ssk2 y Ssk22 (homoélogas de MAPKKK). Una vez activadas, estas MAPKKKs fosforilan a la
proteina Pbs2 (MAPKK). Pero la fosforilacién de Pbs2 también puede ocurrir a través de un
segundo mecanismo, el cual involucra a la proteina de transmembrana Shol (osmosensor) y
la MAPKKK Stell. Asi ambas rutas de activacion convergen a nivel de la proteina Pbs2 la
cual puede ser activada por fosforilacion por parte de Ssk2,Ssk22 o Stel 1 MAPKKK. Una
vez activada la Pbs2 MAPKK fosforila la Hogl MAPK, la cual induce diversas respuestas de
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estrés. Existe un gran numero de genes que se sabe son inducidos por Hogl MAPK en
respuesta al estrés osmotico. Entre ellos hay genes responsables en la adaptacion osmética
como aquellos para enzimas involucradas en la sintesis de glicerol (GPD1, GPP2 y GLO1) y
en la expulsion de iones Na* (ENA1 / PMR2A) y genes involucrados en la respuesta general
de estrés como aquellos para la catalasa citosolica (CTT1), proteinas de heat shock (HSP12,
HSP70 y HSP104) y una proteina inducida por dafio al ADN (DDR?2) (Bilsland-Marchesan
et al., 2000). No se conocen todavia las proteias que son blancos inmediatos de Hogl y
necesarias para generar las respuestas al estrés osmético. Recientemente Bisland-Marchesan
et al. (2000) han encontrado una proteina, Rck2 kinasa que interactiia con Hogl y cuya
actividad es regulada por Hogl MAPK sugiriendo que Rck2 es uno de los substratos hasta
ahora no conocidos.

Uno de los blancos finales de induccion a partir de Hogl es el gen GPD1 que codifica
para la enzima citosolica glicerol-3-fosfato deshidrogenasa que es la enzima principal en la
produccion de glicerol en S. cerevisiae. Debido a que mutantes en la ruta HOG son
parcialmente defectuosos en la produccion de glicerol inducida por estrés osmético debe
existir una segunda ruta, independiente de la ruta HOG, que afecta la produccion de glicerol.
Pero este segundo control debe ocurrir a nivel post-traduccional ya que mutantes hogl son
enteramente deficientes en la expresion de GPD1 inducida por estrés osmoético (Thevelein,
1994).

El estrés osmético no sdlo afecta la produccion de glicerol sino que también reduce
fuertemente la permeabilidad de las células a este poliol. Se encontré que las células de
levadura controlan en parte la acumulacion de glicerol regulando su exportacion mediada por
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la proteina Fpsl. Fpslp es un miembro de la familia MIP de proteinas de canal
estrechamente ligadas a los facilitadores de glicerol bacterianos. La proteina esta localizada
en la membrana plasmatica. El papelfisiologico de Fsplp parece estar relacionado mas a la
exportacion de glicerol que a su importacion a la célula. Fpsl es inhibido durante el estrés
osmatico y se activa rapidamente cuando las células son liberadas del estrés. Esta regulacion

seria independiente de las vias regulatorias HOG y PKC (Enriquez-Freire et al., 1999).

IT) Cambios en el potencial de agua externo no s6lo someten a las células a un estado
de estrés osmatico sino también a un estrés por la presencia de iones toxicos como el Na* o
Li*. Las células de levadura, como las demas células eucariotas, utilizan sistemas de
transporte primario (mediados por las ATPasas de tipo P) y transportes secundarios
(mediados por proteinas canal y cotransportadores) para mantener elevada la concentracion
intracelular de K" (idn optimo para la fisiologia celular) y baja la concentracién intracelular
de Na" y Li". La induccion y regulacion del transporte de estos iones estan interrelacionadas.
S. cerevisiae expulsa activamente los iones Na’ y Li" a través de la Na*-ATPasa tipo P,
codificada por el gen ENA1 (también llamado PMR2). ENA1 se expresa en condiciones
normales de crecimiento pero su expresion se incrementa sensiblemente por efecto de estrés
osmotico, por aumento de la cantidad intracelular de iones toxicos y por pH alcalino (Park
et al.,2001). La induccion del gen ENA1 es mediada principalmente por Hogl (MAPK) y
por la fosfatasa calcineurin activada a su vez por el complejo Ca**-calmodulina. Calcineurin
ademas actua directamente sobre la ATPasa mencionada, activindola (Matsumoto, ef al.,
2001). También los genes HAL (genes de halotolerancia) estarian involucrados en la
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regulacion de ENAI: el gen HAL1 codifica un efector de la expresion de ENA1, HALS y
HAL9 codificarian activadores de la respuesta de ENA1 al estrés de sal (Nadal et al., 1999).
También en S. cerevisiae existe un sistema de transporte de K* de alta afinidad, codificado
por los genes TRK1 y TRK2. Este sistema es activado tanto por la escasez de potasio como
por el exceso de sodio. El sistema admite también iones Na* pero incrementa su afinidad por
K" evitando la entrada de un exceso de Na* cuando los niveles de este cation en el medio son
demasiado elevados (Nadal er al., 1999). La activacion por exceso de sodio seria mediada
por calcineurin pero el sistema Trk1-Trk2 podria estar regulado también por dos proteinas
kinasas codificadas por los genes HAL4 y HALS. Por lo tanto calcineurin y los genes HAL
constituirian dos vias de control independientes (Mulet ef al., 1999).

También la ruta metabolica y regulatoria a través de la proteinkinasa A dependiente de
AMPc (AMPc-PKA) tendria participacion en la respuesta celular al estrés osmético
principalmente regulando la expresion del gen ENA1 que codifica la ATPasa expulsora de
Na" pero regulando también la expresion de otras diversas proteinas (Marquez & Serrano,
1996; Norbeck & Blomberg, 2000).

Las células de levadura contienen otra cascada de tipo MAPK, la cascada de la
protein-kinasa C (PKC) que seria activada bajo condiciones de estrés hiposmético
(Thevelein, 1994). La cascada PKC estd involucrada en la integridad y morfogénesis de la
pared celular mediante su participacion en el control de la sintesis de B-glucanos. También se
ha encontrado que esta cascada regulatoria juega un papel en el control transcripcional de los
genes para las subunidades cataliticas de las enzimas quitin-sintetasas. Debido a que una
rapida pérdida de glicerol por parte de las células es uno de los principales eventos durante
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un descenso de la presion osmética externa, los componentes controladores de la
permeabilidad al glicerol, como por ejemplo la proteina facilitadora para glicerol codificada
por FPS1, podrian ser blancos de esta cascada PKC. Por otra parte, la ruta HOG (la otra
cascada MAPK) también estaria implicada en la arquitectura de la pared celular de

S. cerevisae a través del control de la sintesis de B-glucanos. La proteina PBS2, perteneciente
a esta cascada regulatoria, actuaria en la regulacion transcripcional de EXG1 un gen que
codifica la principal glucanasa de levaduras. La participacion de la ruta HOG en la
arquitectura de la pared celular con la activacion de la ruta PKC bajo condiciones
hiposmaticas sugiere una interconeccion entre estas dos cascadas regulatorias y transductoras
de sefiales. Se propuso que las vias PKC y HOG tendrian papeles opuestos en la regulacion

de la plasticidad de la pared celular (Garcia-Rodriguez. et al., 2000).

4. Breve descripcion de las levaduras estudiadas en este trabajo

Género Torulaspora

El género Torulaspora se caracteriza por la presencia de células redondas y pequefias
y por la produccion de ascosporas también redondas. Asexualmente se reproducen por
brotacion. Levaduras pertenecientes a este género se encuentran frecuentemente en jugos de
fruta (Deak & Beuchat, 1993), en masas fermentadas (Almeida & Pais, 1996) y en bebidas

alcoholicas (Sanni & Loenner, 1993). Algunas especies son osmotolerantes.
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Torulaspora delbrueckii se us6 en Japon como levadura osmotolerante en panaderia.
La caracteristica de osmotolerancia la hace especialmente util en la fabricacion de panes
dulces y en pasteleria. Sin embargo, posee como desventaja el tamafio pequefio de sus células
lo que dificulta la recuperacion de la biomasa durante la produccion. Por esta razon,
investigadores japoneses construyeron mediante la técnica de fusion de protoplastos cepas
diploides o poliploides las cuales poseen células de mayor tamaiio (Spencer & Spencer,
1997). T. delbrueckii también se utiliza en la fabricacion de ciertos vinos dulces (Henschke,

1997).

Género Debaryomyces

Este género esta representado por nueve especies, todas osmotolerantes (Spencer &
Spencer, 1997). Las células son esféricas u ovales cortas, presentandose simples, de a pares o
formando cadenas cortas. Se reproducen asexualmente por brotacion. Por conjugacion
forman esporas que son también esféricas y generalmente se presentan una o dos por asco
(Kurztman & Fell, 1988).

Debaryomyces hansenii es una levadura halotolerante capaz de crecer en un rango
inusualmente amplio de concentraciones de sal. En condiciones de estrés salino establece el
balance osmoético con el medio mediante la produccion y acumulacion de dos
polihidroxialcoholes, glicerol y arabitol (Adler et al., 1985). Esta levadura se encuentra

frecuentemente en leche, cuajo, quesos, frutas, jugos de uva, vino, cerveza, salsas,
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embutidos, carnes, sake-moto, sake, tabaco, miso, hongos, aire, fluidos de curtiembre, agua;

en el hombre y otros animales.

Género Saccharomyces

Las levaduras pertenecientes a este género se reproducen asexualmente por brotacién
multilateral. Las células son globosas, elipsoidales o cilindricas. Pueden formar pseudohifas
pero no hifas septadas. La fase vegetativa es predominantemente diploide (o de ploidia
superior) y la conjugacion ocurre durante o inmediatamente después de la germinacidn de las
ascosporas. Las ascosporas son globosas a elipsoidales cortas, con pared lisa y puede haber
de 1 a 4 por asco. Estas levaduras se caracterizan por fermentar activamente, por no producir
almidon o compuestos similares y por no crecer con nitrato como unica fuente de carbono

(Kurztman & Fell, 1988).

Saccharomyces cerevisiae junto a otras especies muy cercanas filogenéticamente
constituyen un grupo de levaduras utilizadas por la humanidad durante miles de afios en la
fabricacion de pan, de vino y para otros propdsitos similares. Hasta el momento, S. cerevisiae
es la especie de levadura mas estudiada y conocida. Tiene un gran valor industrial. Fue usada
por siglos en las industrias tradicionales basadas en levaduras y actualmente también es
utilizada en la produccion de proteinas heterdlogas de diferentes origenes (Henschke, 1997).
Cada proceso industrial requiere cepas con determinadas caracteristicas, necesarias para la

obtencion del producto con las cualidades deseadas.
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Las levaduras de vino deben, en primer lugar, catalizar en forma rapida, completa y
eficiente la conversion de los azicares de la uva en etanol, sin el desarrollo de aromas
indeseados. Deben poseer una elevada tolerancia al sulfito que se agrega como agente
antimicrobiano y antioxidante, al estrés osmotico y al etanol y tener una alta estabilidad
genética. Luego en la produccion de diferentes clases de vino (blanco, tinto, dulce,
espumante) otras caracteristicas particulares cobran un interés especial. Por ejemplo, para la
fabricacion de vino espumante son importantes las propiedades autoliticas y de floculacion;
la produccidn de vino dulce se beneficia con el uso de cepas con elevada osmotolerancia y
escasa produccion de acidos volatiles (Henschke, 1997).

En la industria panadera, una buena cepa de levadura es aquella con rapida velocidad
de crecimiento en condiciones aerdbicas, para reducir el tiempo de produccion, y con alta
velocidad de fermentacion en la masa del pan. Los azucares disponibles para la levadura en
la fermentacion de la masa provienen de dos fuentes: la harina contiene pequefias cantidades
de azucares libres como glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa y una variedad de
glucofructanos; la segunda fuente de azicares fermentables es la maltosa producida por la
hidrolisis del almiddn llevada a cabo por amilasas del trigo que se activan durante la
produccion de la masa. Por lo tanto, una buena levadura de panaderia debe también
fermentar rapidamente 1a maltosa y tener elevada cantidad de invertasa y otras enzimas
relacionadas para hidrolizar la sacarosa y los glucofructanos.

Aunque la levadura de panaderia es producida en condiciones altamente aerdbicas es

luego utilizada en la manufactura de la masa del pan en circunstancias donde el oxigeno esta
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limitante o ausente. Asi una buena levadura de panaderia debe representar un compromiso

entre las contrastantes demandas de produccion y de uso (Oliver, 1991).
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OBJETIVOS

En los procesos industriales donde la presion osmética es elevada, la osmotolerancia
es una caracteristica preciada. Sin embargo, S. cerevisiae que es la levadura utilizada
tradicionalmente en la industria para la fabricacion de diversos productos, crece pobremente
en medios hiperosmoéticos. Por otra parte, se conoce poco sobre la fisiologia de levaduras
capaces de crecer en soluciones concentradas de sales o azucares, es decir osmotolerantes.

El proposito de este trabajo fue obtener cepas hibridas entre levaduras osmotolerantes
y cepas industriales de S. cerevisiae que reinan las caracteristicas deseables de ambos tipos
de levadura: el caracter osmotolerante y los parametros de interés industrial. Para ello se
fijaron los siguientes objetivos de trabajo:

1) Seleccionar levaduras con marcada tolerancia osmotica.

2) Construir, mediante la técnica de fusion de protoplastos, cepas hibridas entre las
levaduras osmotolerantes seleccionadas y cepas industriales de S. cerevisiae.

3) Estudiar las levaduras parentales y aquellas resultantes del proceso de fusion (productos
de fusion) mediante analisis comparativos de:

Crecimiento en medios de distinta osmolaridad.

- Capacidad de fermentar y/o asimilar diferentes hidratos de carbono.

Produccion y acumulacion de polioles.

Mecanismos de transporte de solutos a través de la membrana plasmatica y su posible

alteracion en medios hiperosmoticos.

Patrones electroforéticos de cromosomas y de proteinas.
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CAPITULO 1

SELECCION Y MEJORAMIENTO DE CEPAS DE LEVADURA

Saccharomyces cerevisiae es la levadura empleada tradicionalmente en la industria para
la produccion de diversos productos. Algunos de estos bioprocesos se desarrollan en medios
que poseen presion osmotica alta. Por ejemplo: 1a produccion de bebidas como el sake o el
miso, donde los mostos son fermentados en presencia de elevadas concentraciones de
azucares o sales (Onishi, 1990); la industria panadera, particularmente en la manufactura de
masas y panes dulces, donde es comun el agregado de sacarosa o fructosa que llegan a
concentraciones elevadas de hasta 25% en peso 0 mds, y aun en la fabricacion de masas
saladas en las que se adiciona cantidades significativas de NaCl (Evans, 1990).

S. cerevisiae posee un cierto grado de osmotolerancia pero crece muy pobremente en
medios de cultivo con alta presion osmotica. Esto limita el rendimiento de esta especie de
levadura en los procesos mencionados.

La fusién de protoplastos es una técnica efectiva y ampliamente utilizada para
intercambiar informacion genética entre cepas, ain entre aquellas de diferentes especies o
géneros, pudiéndose obtener asi cepas industriales genéticamente modificadas (Ouchi ez al/.,
1979, Spencer et al., 1980, 1985 y 1988). Por definiciéon un protoplasto es una célula que no
conserva restos de pared celular (Bacon et al. 1969, Brenner et al. 1958). Cuando esta
condicion no se cumple absolutamente, se considera que la estructura es un esferoplasto

(Darling et al. 1969). En ambas formas las células son osmoéticamente fragiles, estallan en un
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medio no estabilizado osmoéticamente. A pesar de las diferencias puntualizadas, los términos
protoplasto y esferoplasto suelen ser usados en forma indistinta. La regeneracion de la pared
celular, en la mayor parte de los casos, se realiza en medios agarizados y es posilble
potenciar su engrosamiento mediante polietilenglicol (PEG) (Svoboda & Piedra, 1983). A
las células resultantes del proceso de fusion se las llama cominmente productos de fusion
(PF). Cuando estos productos reiinen caracteristicas de ambas cepas parentales se los
denomina también hibridos.

El mecanismo de la formacion de hibridos mediante la fusion de protoplastos no se
conoce aun en forma completa. Probablemente consista en la transferencia de unos pocos
genes desde un nuicleo a otro que seria dominante respecto al primero (Spencer et al., 1985).
Asi el genoma de la cepa receptora se mantiene en su forma original con el agregado de unos
pocos caracteres. Es improbable que un gran nimero de caracteres sean transferidos durante
una fusion. Sin embargo, una vez integrado el caracter deseado en el genoma es posible
introducir otros a través de sucesivas fusiones (Spencer e al., 1990).

Se realizaron diversas fusiones entre levaduras osmotolerantes y diferentes cepas
industriales de S. cerevisiae con la intencion de estudiar las caracteristicas y comportamiento

de los PF resultantes.

OBJETIVOS

e Caracterizacion y seleccion de cepas de levadura osmotolerantes. Aquellas lavaduras

seleccionadas seran utilizadas como cepas de partida en el siguiente punto.
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¢ Modificacion y mejoramiento genético de cepas industriales a través de la técnica de

fusién de protoplastos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas:

Saccharomyces cerevisiae P-158 (levadura de pan)
Saccharomyces cerevisiae LPnu (levadura de pan)
Saccharomyces cerevisiae 116 (levadura de pan)

Saccharomyces cerevisiae 1.PO6 (levadura de pan)
Saccharomyces cerevisiae UCD 522 (Montrachet) (levadura de vino)
Saccharomyces cerevisiae Epernay (levadura de vino)
Saccharomyces cerevisiae NCYC UK 1062 (levadura de cerveza)
Saccharomyces cerevisiae Brasil-Dest.(levadura de destileria)
Saccharomyces cerevisiae diastaticus 625 (p-) CR
Zigosaccharomyces rouxii U.K.

Zigosaccharomyces rouxii Sr-x-2RC

Zigosaccharomyces bailii CBS-Delft

Zigosaccharomyces bailii NCYC 1427

Zigosaccharomyces cidri NCYC 1567

Schizosaccharomyces octosporus - Zig 1

Schizosaccharomyces octosporus - 7ig 2

Schizosaccharomyces octosporus - 7ig 3

Torulaspora delbrueckii CBS-813

Debaryomyces hansenii NRRL Y-7393
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Las cepas pertenecen al cepario de PROIMI. Fueron guardadas en glicerol 30% a -18°C y

durante los estudios mantenidas en medio completo YEPD agarizado, a 4 °C.

Medios de cultivo:

YEPD en g/l: Extracto de levadura 10, peptona 20, glucosa 20

YEP en g/l: Extracto de levadura 10, peptona 20

YEPglucosa-x: YEP + glucosa anhidra x g/l (x = 400, 500, 600 6 700)
YEPsacarosa-x: YEP + sacarosa x g/l (x =550 y 600)

YEPD +x M NaCl (x=2,2,5y 3)

Cuando los medios se utilizaron s6lidos se agreg6 20 g/l agar.

El pH se ajust6 en 4,5-5,0

Medios de regeneracion y seleccion:

YEP-Gal + 1,6 M KCl + agar 30 g/l (YEP-Gal: YEP + galactosa 20 g/l)
YEPD + 2 M NaCl + 15 g/l agar

YEPD-700 + 0,6 M KCI + agar 30 g/l (YEPD-700: YEP + glucosa 700 g/1)

YEPD-700 + 15 g/l agar

Crecimiento en medios con distintas presiones osméticas

Las levaduras fueron sembradas en estrias, en placas de Petri que tenian los diferentes
medios agarizados. Se controlé y comparo el crecimiento durante 8 dias de incubacion a 30 y
37 °C segun correspondid.
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Obtencidén de protoplastos

Se realizé segin el método de Spencer et al., 1988:

Se cosecharon por centrifugacion (9.980 g, 1 min) las células de cultivos en fase exponencial,
crecidos en YEPD y se resuspendieron en solucion de pretratamiento. Luego de incubar

30 min a 37°C se cosecharon las células y se resuspendieron aproximadamente 5x10 cel/ml
en solucion de enzima y se incubaron a 37°C .

Los protoplastos obtenidos se centrifugaron y se lavaron 4 veces con KCI (0,6; 1,2; 1,4 o
1,6 M) como estabilizador osmético.

Las levaduras osmotolerantes requirieron concentraciones mas elevadas de estabilizador
osmotico (KCl 1,2; 1,4 o 1,6 M) que las cepas de S. cerevisiae (KC1 0,6 M). Las
concentraciones de KCl 1,2 y 1,6 M fueron previamente determinadas como optimas para
D. hansenii y S. octosporus respectivamente. La concentracion de KCI 1,4 M para

T. delbrueckii, fue determinada en el presente trabajo.

Previamente se definid en este laboratorio que la enzima Suc d'Helix pomatia es la més
efectiva para levaduras osmotolerantes (10% v/v para D. hansenii'y S. octosporus). Se
establecid que la concentracion Optima para 7. delbrueckii es 20% (v/v) de dicha enzima

(desarrollado al final de este punto).

Solucién de pretratamiento: tampoén Tris-HCI 0,1M (pH 7,4), EDTA 0,01M, KCl 0,6; 1,2;

1,4 0 1,6 M y B-mercaptoetanol 0,1M.
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Soluciones de enzima: Se prepararon en tampodn écido citrico-KH,PO, (pH 5,6) mas KCI
0,6; 1,2; 1,4 0 1,6 M. Para S. cerevisiae se us6 la enzima Novozym 234: 2,0 mg/ml. Para

levaduras osmotolerantes se usé Suc d'Helix pomatia: 10 - 20 % (v/v).

Metodologia para optimar la formacion de protoplastos de T. delbrueckii: De cultivos en
fase exponencial, se cosecharon las células por centrifugacion (9.980 g, 10 min), se lavaron y
resuspendieron en solucion de pretratamiento. Luego de incubar 30 min a 37 °C se
cosecharon nuevamente las células y se resuspendieron en solucion de enzima en una
concentracion aproximada de 5x10 cel/ml y se incubaron a 37 °C.

Para optimar la concentracion del estabilizador osmético se ensayaron soluciones de KClI 1,0;
1,2; 1,3; 1,4; 1,5y 1,6 M, més 10 % v/v de enzima Suc d'Helix pomatia. Para optimar la
concentracion de enzima, se probaron soluciones con 10; 20 y 30 % de enzima con

KCl 1,4 M.

En ambos ensayos de optimizacion se tomaron periddicamente, dos muestras (50ul) de la
mezcla de incubacion (células-enzima). Estas se diluyeron, por separado, en 2,0 ml de la
correspondiente solucion de estabilizador y en 2,0 ml de H,O destilada. Luego de agitar
vigorosamente se midi6 absorbancia a 800 nm. En el agua destilada estallan los protoplastos
y esferoplastos y en la solucidon de KCL quedan tanto las células intactas, como las
osmdticamente fragiles (c.o.f: protoplastos o esferoplastos).

Calculos:

abs KCl t, - abs H,O t,
% c.o.f (t,) = x 100

abs KCl t
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% c.o.f (t;): % de células osmoéticamente fragiles producidas al tiempo n respecto a las
células iniciales.

abs H,O t,: absorbancia de la dilucién en agua en el tiempo n

abs KCl t,: absorbancia de la diluci6n en la correspondiente solucion de KCl en el tiempo n

abs KCl t;: absorbancia de la dilucién en la correspondiente solucion de KCl en el tiempo 0.

abs KCl t,
% de células totales incubadas en el tiempon = ——— x 100

abs KCl t,

Todos los lavados y diluciones fueron hechos con KCl como estabilizador osmético, en

concentraciones de 1,0; 1,2; 1,3; 1,4; 1,5 o 1,6 M, segin correspondio.

Fusion de protoplastos

Las suspensiones de protoplastos en KCl de ambas cepas a fusionar, se centrifugaron' y los
sedimentos obtenidos fueron resuspendidos en volimenes iguales de CaCl, 0,4 M (6 0,8M
para osmotolerantes). Luego ambas suspensiones se mezclaron y centrifugaron (9.980 g,

15 seg). El sedimento fue resuspendido suavemente en 1,5 ml de solucion de fusién e
incubado por 25 min a 30°C. Luego se adiciond el volumen total de la mezcla de fusioén a una
mezcla de partes iguales de CaCl, 0,8 M y agar 3% fundido y se sembr6 rapidamente las
placas de Petri que tenian los medios de regeneracion apropiados. Cuando se utilizé medios
de regeneracion selectivos se sembré como control las cepas tratadas igualmente pero sin
mezclarlas entre si. Las placas fueron incubadas durante aproximadamente 5 dias a 30 y

37 °C hasta la aparicion de colonias.
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' En la fusién de T. delbrueckii x S. cerevisiae, los protoplastos de 7. delbrueckii fueron
muertos por calor. Para ello se sometieron a un shock térmico incubandolos en bafio de agua
a 70 °C durante 15 min. Al cabo de ese tiempo, una muestra de los protoplastos tratados fue
tefitda con azul de metileno y se observé luego al microscopio dptico. En su totalidad los
protoplastos estaban tefiidos de azul, indicando que el 100% estaban muertos.

A continuacién se prosiguio con lo indicado en el protocolo de fusion.

Solucidon de fusion: polietilenglicol (PEG) MW 6000 30% en amortiguador Tris-HCl

(pH 8,1), adicionado con Cl,Ca 20 mM.

RESULTADOS Y DISCUSION

A- Caracterizacion de levaduras de acuerdo a su capacidad osmotolerante
Diferentes cepas de levaduras fueron caracterizadas en base a su capacidad de
crecimiento en medios con distinta presion osmotica. Las cepas se sembraron en medios

agarizados y/o liquidos con distintas concentraciones de glucosa, sacarosa y cloruro de sodio
(NaCl).

Los resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 1.1: Crecimiento de cepas de levadura en medios con elevada presion osmética.

Cepas: Medio con:
g/l glucosa g/l sacarosa M NaCl

400 500 600 700 | 500 600 |2 25 3
S. cerevisiae P-158 (Baker's yeast) +++ | ++ = = +++ | +++ = = =
S. cerevisiae LPnu (Baker's yeast) +++ [ ++ = = |4+ | A+ = = =
S. cerevisiae L16 (Baker's yeast) +++ | ++ - = = = =
S. cerevisiae LPO6 (Baker's yeast) +++ | ++ - - - N -
S. cerevisiae 522 (Montrachet) (wine yeast) +++ | ++ B = 4+ | +++ = = =
S. cerevisiae Epernay (wine yeast) ++ |+ = - = = =
S. cerevisiae NCYC UK 1062 (Brewery yeast) ++ |+ - I = - - -
S. cerevisiae Brasil-Dest.(Destilery yeast) +++ [ ++ = - |+ = < 5 =
S. cerevisiae var diastaticus 625 (p-) CR ++H+ | ++ = = = n =
Z. rouxii U.K. FURIAL UM A R e ++
Z. rouxii Sr-x-2RC +H+ [+ [+ [+ ++ ++ ++ z =
Z. bailii CBS-Delft ++ ” = - |+++ | -
Z. bailii NCYC 1427 ++ |+ + +++ -
Z. cidri NCYC 1567 ++ |+ + +4++ =
S. octosporus - Zig 1 e T ++ = n =
S. octosporus - Zig 2 PRSP [FUFIF PRI DR Y + - - -
S. octosporus - Zig 3 FURIA PO R e + = = =
T. delbrueckii CBS-Delft +++ | +++ [+ |+ P i e .
D. hansenii NRRL Y-7393 + - = - ++ + +++ | ++ =

+++ crecimiento muy abundante
++ crecimiento normal

+  crecimiento leve

- no crecimiento

O no determinado
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Estos resultados ponen de manifiesto que no s6lo un bajo valor de a,, es el factor
limitante o condicionante del crecimiento de un microorganismo determinado, sino también
el tipo de soluto responsable de dicho valor de a,,. Asi por ejemplo, S. octosporus es capaz de
tolerar concentraciones elevadas de glucosa y sacarosa pero incapaz de crecer en medios con
alto porcentaje de NaCl; D. hansenii por lo contrario, crece mucho mejor en bajos
potenciales de agua determinados por elevadas concentraciones de NaCl. Existen levaduras
como 7. delbrueckii que puede tolerar en el medio de crecimiento, amplios rangos de

concentraciones tanto de azicares como de sales.

Al comparar el crecimiento de algunas cepas de S. octosporus (osmotolerantes) a 30 y
37 °C, se observo que en medios de elevada presion osmética aumenta la resistencia a
mayores temperaturas (tabla 2). S. octosporus no crecié a 37°C en YEPD (20 g/I de glucosa),
sin embargo tuvo crecimiento positivo a 37 °C con 600 y 700 g/l de glucosa. Este tipo de
resistencia cruzada fue también observado por otros autores. Bhajekar & Kulkarni (1991)
encontraron que cepas de D. hansenii, Z. mellis y K. anitilarrum muestran un marcado
aumento de la resistencia al calor al incrementar la concentracion de sacarosa en el medio de
crecimiento, o sea, disminuyendo la a,. Otros autores comprobaron que células de
S. cerevisiae adaptadas osméticamente, como consecuencia de un corto periodo de
acondicionamiento en 0,7 M NaCl, tenian una termotolerancia incrementada respecto de

células no acondicionadas (Blomberg, 1988). Por otra parte, observaron que células
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Tabla 1.2: Efecto del shock osmético sobre la resistencia al calor en S. octosporus.

Condiciones de Cepa

crecimiento S. octosporus - Zig 1 S. octosporus - Zig 2 | S. octosporus - Zig 3
YEPD 30°C + + +
YEPD-600 30°C + + +
YEPD-700 30°C + + +

YEPD 37°C - -

YEPD-600 37°C + + -
YEPD-700 37°C + + +

+ crecimiento
- no crecimiento

de levadura poseian mayor termotolerancia después de ser tratadas con etanol, pudiendo ser
éste un resultado indirecto de la disminucion del potencial de agua del medio, ya que la
concentracion de etanol que rindié maxima termotolerancia era isoténica a 0,7 M NaCl. La
presencia conjunta de osmotolerancia y termotolerancia pareceria ser unidireccional, puesto

que células de S. cerevisiae térmicamente condicionadas no adquirieron osmotolerancia

(Blomberg, 1988 ).

A partir de la caracterizacion realizada a las levaduras (Tabla 1) se seleccionaron 5
cepas para utilizarlas como parentales en ensayos de fusidn de protoplastos. S. cerevisiae
P-158 (levadura de pan) y S. cerevisiae 522 (Montrachet) (levadura de vino) fueron elegidas
como modelos de levaduras de caracteristicas y usos industriales pero poco osmotolerantes.

También se seleccionaron tres cepas verdaderamente osmotolerantes, S. octosporus - Zig 1
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(azicar tolerante), D. hansenii NRRL Y-7393 (halotolerante) y T. delbrueckii CBS-Delft

(azucar y halotolerante).

B- Modificacién y mejoramiento genético de levaduras.
i) Obtencién de protoplastos de T. delbrueckii:

Se puso a punto la técnica de formacion de protoplastos para T. delbrueckii. Se
establecieron las condiciones Optimas en cuanto a la concentracidn de estabilizador osmético
y de enzima litica de pared celular.

Cuando se digiere total o parcialmente la pared celular de una levadura se obtienen
células osméticamente fragiles (protoplastos o esferoplastos, respectivamente) que estallan
a menos que el medio extracelular esté osméticamente estabilizado con respecto al medio
intracelular (Brenner et al. 1958).

Para determinar la concentracion éptima de estabilizador se sigui6 la formacion de
células osméticamente fragiles (c.o.f.) en incubaciones con diferentes concentraciones de
KCl, tanto en el pretratamiento como en la solucién enzimatica. De las mezclas de células y
enzima con diferentes concentraciones de KCl, se tomaron muestras cada 5 min que fueron
luego diluidas por separado en la correspondiente solucién de estabilizador y en agua
destilada, midiéndose la absorbancia a 800 nm de ambas suspensiones. De la suspension en
KCl, segun la isotonicidad de la solucidn respecto al medio intracelular, se recuper6 un
porcentaje de las c.o.f. producidas en cada tiempo mas aquellas células atn intactas. De lo

contrario, en agua destilada todas las c.o.f. estallan y sélo se recuperan las células intactas.
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Se calcul6 para cada tiempo (t,), 100
el porcentaje de c.o.f. producidas “
s 95
hasta ese momento respecto a la 8
(7]
©
3
concentracion de células intactas al g g
®
inicio (tp) y ademas, el porcentaje
85 = ¢ T T — T o 1
de células totales remanentes a 0 5 10 15 20 25
Tiempo (min)

dicho tiempo n (ver Materiales y
Figura 1.1: Porcentaje de células totales remanentes

Meétodos). durante la formacion de protoplastos de 7. delbrueckii
en presencia de diferentes concentraciones de KCl,

. e M;e12M;®1,3M;®1,4M; = 1,5M; ® 1,6M.
En la Figura 1.1 se observa

claramente que la cantidad de células totales remanentes se mantuvo constante a lo largo del
tiempo con 1,4 M KCl, mientras que con las otras concentraciones del estabilizador osmético
dicha cantidad disminuyé gradualmente. Al calcular el porcentaje de c.o.f. con respecto a la
concentracion inicial de células (Figura 1.2) se pudo concluir que, para lograr un medio

isotonico con respecto al

100
90 -
80 medio intracelular de
70
w— 60 T. delbrueckii, la
(o]
o 50 -
R 40 - concentracion optima de KCl
30 4
20 1 como estabilizador osmoético
10
0 O ; . :
0 5 10 15 20 25 30 35 S de 1,4 M pues con ella se
Tiempo (min)

obtuvo, a los 30 min de

Figura 1.2: Porcentaje de células osméticamente fragiles

(c.0.f.) obtenidas durante la formacion de protoplastos de digestion enzimatica, un
T. delbrueckii, en presencia de diferentes concentraciones de
KCl,® IM; ® 1.2M;® 1,3M; ® 1,4M; = 1,5M; ® 1,6M. 90% de c€lulas
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osmoticamente fragiles siendo éste el porcentaje mas alto respecto al obtenido con las demas

concentraciones de estabilizador.

Una vez definida la concentracion 100
optima de estabilizador osmético, se siguid g 90
el mismo esquema de trabajo para ensayar % 80
distintas concentraciones de la enzima ) .
7
Suc d'Helix pomatia (10, 20 y 30 % v/v). En 0 10 20 % a0

Tiempo (min)

la Figura 1.3 se observa que una
g 1 Figura 1.3: Porcentaje de células totales

remanentes durante la formacion de
protoplastos de T. delbrueckii en presencia

. . . de diferentes concentraciones de enzima,
excesiva, ya que el porcentaje de células ® 10% v/v: ® 2% v/v: @ 30% V/v.

concentracion enzimatica de 30 % v/v fue

totales disminuy6 rapidamente,
contrariamente a lo que ocurrid con las otras dos concentraciones de enzima, con las que la
cantidad de células totales se mantuvo constante en el tiempo. A partir de la Figura 1.4, se

puede concluir que la concentracion

100

O optima de enzima fue 20 % v/v porque
- & .
2 con ella se obtuvo la mayor velocidad de
X 4

0. formacion de protoplastos y el mas alto

0! . . o
0 1 2 2 © porcentaje final de los mismos (95%).

Tiertpo () En conclusion, para la obtencion de

Figura 1.4: Porcentaje de células osméticamente  protoplastos de T. delbrueckii se definié
fragiles (c.o.f.) obtenidas durante la formacion de

protoplastos de T.delbrueckii, en presencia de
diferentes concentraciones de enzima, ® 10% v/v;
©® 20% v/v, ® 30% v/v.

las concentraciones Optimas de

estabilizador osmoético y de enzima:
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1,4 M KCly 20% v/v de Suc d'Helix pomatia, respectivamente.

ii) Fusion de protoplastos:
Se realizaron tres ensayos de fusion de protoplastos entre cepas de distintos géneros

(fusiones intergenéricas):

S. cerevisiae P-158 (levadura de pan) x S. octosporus - Zig 1 (azucar tolerante)
S. cerevisiae UCD 522 (levadura de vino) x D. hansenii NRRL Y-7393 (halotolerante)

S. cerevisiae P-158 (levadura de pan) x T. delbrueckii CBS-813 (aztcar y halotolerante).

I- S. cerevisiae P-158 (levadura de pan) y S. octosporus - Zig 1 (azucar tolerante)

S. cerevisiae P-158 es una cepa aislada a partir de una preparacion de levadura
comercial de panaderia. No es tolerante a altas concentraciones de sal y tiene un cierto grado de
tolerancia a azucares. S. octosporus, por el contrario, es una levadura que desarrolla muy bien
en medios con alto contenido de azucar (osmotolerante). Esta fusion (Figura 1.5) se realizo
con el fin de obtener cepas hibridas que conserven las propiedades de interés industrial de

S. cerevisiae y con una mayor tolerancia a concentraciones elevadas de glucosa en el
medio.

La mezcla de fusion obtenida a partir de los protoplastos de ambas cepas se sembrd en
lacas de Petri con medio YEP-Gal con 1,2 M KCI. Este es un medio selectivo en el que
regeneraban la pared celular los protoplastos de S. cerevisiae y los productos de fusién pero

no desarrollaban los de S. octosporus porque esta levadura no es capaz de asimilar galactosa.
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Schizosaccharomyces octosporus Saccharomyces cerevisiae
Zig 1 P-158
Asimilacién de galactosa: (-) Asimilacion de galactosa: (+)
Crecimicnto ¢n 700 g/l de glucosa: (+) Crecimiento en 700 g/l de glucosa: (-)
PROTOPLASTOS PROTOPLASTOS
FUSION DE
PROTOPLASTOS
PRODUCTOS DE FUSION

Asimilacion de galactosa : (+)
Crecimiento ¢n 700 g/l de glucosa: (+)

Figura 1.5: Esquema de la fusion entre protoplastos de S. octosporus - Zig 1 y S. cerevisiae P-158.

Luego de 6 dias de incubacion a 30 °C, aparecieron colonias que podian corresponder tanto a
hibridos como a S. cerevisiae. Posteriormente dichas colonias fueron transferidas a medio
YEPD-70 (con 700 g/I de glucosa) donde sélo células hibridas, que hubieren heredado del
parental S. octosporus la caracteristica de osmotolerancia, podian crecer, descartando asi la
presencia de la otra cepa parental, S. cerevisiae. Al cabo de 5 dias, aparecieron colonias,

todas morfoldgicamente similares a S. cerevisiae (las células de S. cerevisiae son ovales y se
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dividen por brotacion, por el contrario las células de S. octosporus son de forma alargada y se
dividen por fisiéon). Nuevamente estas colonias fueron transferidas a los dos medios
utilizados para su seleccion, YEP-Gal e YEPD-700, para corroborar las caracteristicas que
les otorgaban la categoria de hibridos. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, todas las
colonias crecieron en el medio con galactosa, pero ninguna lo hizo en el medio con alta
concentracion de glucosa. Estos resultados se pueden explicar si los productos de fusion
obtenidos hayan sido inestables y revirtieron, al menos en cuanto a la caracteristica de
osmotolerancia, sobre la cual se ejercio la presion de seleccion. La reversion tuvo lugar
rapidamente aun cuando se mantuvo constante la presion de seleccion (700 g/l glucosa).
Sipiczki (1979) también obtuvo hibridos inestables a partir de una fusion entre S. octosporus
y S. pombe, con una alta frecuencia de reversion hacia S. octosporus bajo condiciones no
selectivas de crecimiento.

Los intentos realizados por diversos autores en generar hibridos entre especies o
géneros distintos han tenido diferentes grados de éxito. Por ejemplo, productos de fusion que
fueron estables en el tiempo, como los hibridos prototroficos resultantes de la fusion entre
cepas auxotroficas de S. cerevisiae y Saccharomycopsis lipolytica (van Broock et al., 1980) o
los aislados usando un procedimiento de seleccion basado en la restauracion de la mutacion
petit, presente en cepas de S. cerevisiae y S. diastaticus, luego de fusionarlas con levaduras
de los géneros Pichia, Hansenula y Schizosaccharomyces (Spencer & Spencer, 1982).
Existen también trabajos en los que el resultado de las fusiones no fue tan exitoso, por
ejemplo, la fusion intergenérica entre Candida tropicalis y Saccharomycopsis fibuligera,
donde los hibridos obtenidos fueron inestables en su mayoria y rindieron segregantes como
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uno u otro parental (Provost et al., 1978). Este ejemplo es similar al presentado en este
trabajo, donde todos los hibridos fueron como la cepa parental S. cerevisiae al perder la
caracteristica de osmotolerancia heredada en un principio a partir del otro parental,

S. octosporus.

II- S. cerevisiae-522 (levadura de vino) y D. hansenii (halotolerante)

S. cerevisiae UCD 522 es una cepa utilizada en la produccion de vino 'y D. hansenii
NRRL Y-7393 es una levadura capaz de tolerar elevadas concentraciones de sal en el medio de
crecimiento (halotolerante), Figura 1.6. La presion de seleccion en este ensayo fue fuertemente
dirigida a la obtencion de hibridos. Se utilizaron medios en los que no desarrollaban ninguna de
las cepas parentales. S. cerevisiae es capaz de tolerar solo hasta un 1,4 M de NaCl en el medio
de crecimiento y tiene muy buen crecimiento a 37 °C; D. hansenii es capaz de crecer hasta en
2,6 M de NaCl pero no crece a 37 °C. Teniendo en cuenta estas caracteristicas el medio de
regeneracion de los productos de fusion fue YEPD con 2 M NaCl y las placas fueron incubadas
a 37°C. En estas condiciones s6lo los hibridos resultantes del proceso de fusion podian crecer,
puesto que S. cerevisiae no crece en medios con alto contenido de sal, y D. hansenii no crece a
37°C. A los 7 dias se aislaron 25 colonias, que al desarrollar bajo las condiciones de
osmolaridad y temperatura impuestas, correspondian en su totalidad a PF con caracteristicas de
ambos parentales. Como control, protoplastos de S. cerevisiae y de D. hansenii fueron
sembrados, por separado, sobre el mismo medio selectivo e incubados a 37 °C. Luego de 8 dias

el crecimiento fue negativo.
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Debaryomyces hansenii Saccharomyces cerevisiae
NRRL-7393 UCD 522

Crecimiento en 2 M NaCl: (+) Crecimiento en 2 M NaCl: (-)

Crecimiento a 37° C: (-) Crecimiento a37°C: (+)

v
PROTOPLASTOS PROTOPLASTOS
FUSION DE
PROTOPLASTOS
PRODUCTOS DE FUSION

Crecimiento cn 2 M NaCl: (+)
Crecimientoa 37°C: (+)

Figura 1.6: Esquema de la fusion entre protoplastos de D. hansenii NRRL-7393 y
S. cerevisiae UCD 522.

De todas las colonias aisladas, se eligieron al azar 2 PF para realizar los ensayos
posteriores, que se denominaron HM92 y HM93. Estas cepas hibridas, si bien fueron

mantenidas en medio basal YEPD, fueron siempre controladas para verificar su estabilidad
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I1I- S. cerevisiae P-158 (levadura de pan) y T. delbrueckii (azicar y halotolerante)

S. cerevisiae es la misma levadura utilizada en la Fusion . No es tolerante a altas
concentraciones de sal y tiene un cierto grado de tolerancia a aziicares. T. delbrueckii es
tolerante a elevadas concentraciones de sales y azicares (azicar y halotolerante). Se emple6 en
esta oportunidad la técnica de fusion de protoplastos pero utilizando un parental como dador
muerto. Los protoplastos de 7. delbrueckii se mataron por calor (15 minutos a 70 °C). Los
protoplastos muertos no son viables, solo sirvieron para que hubiera intecambio de material
genético, durante el proceso de fusion, con el otro parental. Como medio de regeneracion y
seleccion se usé YEPD-700 (700 g/1 de glucosa), en el cual no crecia ni el parental S. cerevisiae,
por la alta concentracion de azicar, ni 7. delbrueckii porque eran protoplastos no viables. En el
medio de regeneracion sélo podian desarrollar células hibridas. En la Figura 1.7 se muestra el
esquema de esta fusion. Esta fusion se realizo con el objeto de obtener PF que mantengan las
caracteristicas importantes de S. cerevisiae mas un aumento significativo de tolerancia a bajos
potenciales de agua.

Se control6 que los protoplastos de T. delbrueckii eran no viables mediante la siembra en
YEPD con 0,6 M KCI de muestras de la suspension tratada con calor. Después de 6 dias a 30 °C
no aparecieron colonias. Como segundo control, se regeneraron protoplastos de S. cerevisiae en
YEPD mas 0,6 M KCI. Las células que regeneraron su pared se sembraron en el medio
selectivo. Después de 6 dias a 30 °C, el crecimiento fue negativo.

Luego de 5 dias de incubacion a 30 °C, de las placas con €l medio de regeneracion se
aislaron 13 colonias, que fueron transferidas a medio selectivo (con 700 g/1 de glucosa) donde
también desarrollaron. Estas colonias fueron consideradas hibridos resultantes del proceso de
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Torulaspora delbrueckii Saccharomyces cerevisiae
Crecimicnto c¢n 400 g/l de Crecimiento en 400 g/l de
glucosa: (+) glucosa: (-)
v v
PROTOPLASTOS PROTOPLASTOS
MUERTE POR
TRATAMIENTO
TERMICO
I

v

FUSION DE
PROTOPLASTOS

|

PRODUCTOS DE FUSION

Crecimiento en 400 g/ de glucosa: (+)

Figura 1.7: Esquema de la fusion entre protoplastos de T. delbrueckii CBS-813 y
S. cerevisiae P-158.

fusion, puesto que S. cerevisiae no puede crecer en este medio de elevada presion osmotica y
los protoplastos de T. delbrueckii eran no viables. Para descartar la posibilidad de que el
crecimiento observado correspondiera a células de S. cerevisiae que hubieran desarrollado por
la existencia de algin factor proveniente de las células muertas, se sembro una suspension de

protoplastos muertos de 7. delbrueckii en placas con medio de regeneracion y luego se sembro
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en las mismas placas S. cerevisiae. No se observo crecimiento. Asi quedé demostrado que se
trataba de células hibridas resultantes del proceso de fusion.

Los 13 PF eran morfoldgicamente similares a S. cerevisiae y crecian en medio con
700 g/1 de glucosa como el parental 7. de/brueckii. Se seleccionaron al azar, 3 colonias, a las
que se denomind PB1, PB2 y PB3, que fueron usadas en los estudios posteriores.

Los PF fueron estables y se mantuvieron en el medio con alta concentracion de azicar

para evitar una posible reversion.

En conclusion, se obtuvieron PF estables de las fusiones: a) D. hansenii x S. cerevisiae-
522 y b) T. delbruekii x S. cerevisiae P-158. Se decidié tomar a los hibridos obtenidos en la
primera como principal modelo de estudio dado que existia mas informacion sobre la fisiologia
y ecologia de D. hansenii que de T. delbrueckii. Estos conocimientos facilitaron la planificacion
de los experimentos posteriores logrando asi mejor interpretacion y discusion de los resultados

obtenidos.
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CAPITULO 11

CARACTERIZACION DE LAS CEPAS PARENTALES DE FUSION Y DE LOS

HIBRIDOS

El grado de tolerancia osmética de un microorganismo depende del rango de valores de
actividad de agua (a,,) en el que es capaz de desarrollar. La a,, de un substrato expresa la
cantidad de agua disponible en él y conforme este valor disminuye, la velocidad de crecimiento
de un microorganismo en ese medio también decrece (Jermini & Schmidt-Lorenz, 1987). El
agregado de azicares o sales a un medio de crecimiento produce una disminucion del valor de
a,, del mismo (Jermini & Schmidt-Lorenz, 1987; Singh & Norton, 1991).

La respuesta general de los microorganismos ante un descenso de la a,, del medio es la
acumulacion intracelular rapida de compuestos organicos (Yancey et al., 1982). Estos
compuestos actian como osmolitos compensadores disminuyendo la a,, interna y restableciendo
asi el balance osmético entre el medio intra y extracelular.

Se demostrd que los polihydroxialcoholes (polioles) son compuestos utilizados por
hongos y levaduras como osmolitos compensadores (Brown, 1978; André et al., 1991); también
se denominan solutos compatibles (Brown & Simpson, 1972).

T. delbrueckii es una levadura que posee células pequeiias, redondeadas y que pueden
tolerar elevadas concentraciones de sales y de azicares en los medios de crecimiento (Spencer
& Spencer, 1997). Sin embargo, se conoce muy poco sobre su fisiologia y su mecanismo

osmorregulatorio. D. hansenii es considerada una levadura halotolerante por su capacidad de
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crecer en medios con altas concentraciones de sal. En ambientes con elevada concentracion
salina, esta levadura compensa osmoticamente su medio intracelular por la acumulacién de dos
polioles, glicerol y arabitol (Adler et al., 1985). S cerevisiae, que posee un grado de
osmotolerancia mucho menor que las otras dos levaduras mencionadas, responde al estrés
osmotico impuesto por el medio de crecimiento aumentando la produccion y acumulacion de
glicerol (André et al., 1991).

En el capitulo 1 se desarrollaron las fusiones realizadas entre las levaduras
osmotolerantes, D. hanseniiy T. delbrueckii, con dos cepas diferentes de S. cerevisiae. Se
obtuvieron hibridos estables que tenian el caracter osmotolerante de las primeras mas otras

caracteristicas del parental S. cerevisiae. Se establecio el siguiente objetivo de trabajo:

OBJETIVO

Estudiar y caracterizar los PF de las dos fusiones mencionadas y los respectivos
parentales, fundamentalmente en relacion a su capacidad osmotolerante y otros aspectos

fisiologicos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas:

S. cerevisiae P-158 (levadura de pan)

S. cerevisiae UCD-522 (Montrachet) (levadura de vino)



D. hansenii NRRL Y-7393
T. delbrueckii CBS-813
Hibridos HM92, HM93, PB1, PB2 y PB3

Medios de cultivo:

YEPD en g/l: extracto de levaduralQ, peptona 20, glucosa 20

YE en g/l: extracto de levadura 5

YEP en g/l: extracto de levadura 10, peptona 20

YEPD +x M NaCl(x=2, 2,5y 3)

YEPglucosa-x: YEP + x g/l glucosa (x = 300, 400, 500, 600 6 700)

YEPsacarosa-x: YEP + x g/l sacarosa (x = 300, 400, 500, 600 6 700)

YNB (Yeast nitrogen base; sin fuente de carbono y con aminoacidos, DIFCO) 6,7 g/l + 10 g/
fuente de carbono.

El pH se ajusté en 4,5-5,0. Cuando los medios se utilizaron sdlidos se agregd 20 g/l agar.

Caracterizaciéon Morfolégica

Las células fueron crecidas en medio liquido YEPD, 30 °C, 200 rpm. A partir de los cultivos
en mitad de la fase exponencial se efectuaron diluciones apropiadas para observar al
microscopio optico. Se midi6 con micrometro el eje superior e inferior de 150 células
distribuidas en 10 campos 6pticos. Se calculo el largo promedio de cada eje celular y el

desvio estandar correspondiente.
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Crecimiento a Diferentes Presiones Osméticas

Las cepas fueron crecidas en medio liquido YEPD, 30 °C, 200 rpm. A partir de los cultivos
en fase esponencial se hicieron (por duplicado) estrias en medios agarizados con diferentes
concentraciones de NaCl , glucosa y sacarosa (YPD + x M NaCl; YEP + x g/l glucosa o
sacarosa). Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 8 dias. Se observo crecimiento e

intensidad del mismo.

Pruebas Bioquimicas

Las cepas fueron crecidas en medio liquido YEPD, 30 °C, 200 rpm. Las células se cosecharon
en la mitad de la fase exponencial de crecimiento, se lavaron y resuspendieron en agua destilada
estéril. Estas suspensiones celulares acuosas fueron aireadas con agitacion magnética durante
dos horas.

- Asimilacién: Se prepararon Placas de Petri con medio agarizado YNB + 20 g/l de la fuente
de carbono correspondiente. Se sembraron con 1-2 pl de las suspensiones celulares obtenidas
luego de dos horas de aireacion y se incubaron a 30 °C. Se observo el crecimiento
diariamente durante 8 dias. Los experimentos se hicieron por duplicado.

- Fermentacién: Tubos de vidrio de 20 ml fueron llenados con 6 ml de medio YE + 10 g/l
del azucar correspondiente e inoculados por duplicado con 50 pul de cada suspension celular.
Los tubos se sellaron con tapén de 50% vaselina-50% parafina, para mantener el cultivo en
condiciones de anaerobiosis, y se incubaron a 30 °C con agitacion. Se observaron

diariamente durante 8 dias. Si la levadura era capaz de fermentar el azicar presente en el
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medio, el CO, liberado desplazaba hacia arriba el tapon de vaselina-parafina dando en dicho

caso una lectura positiva. De lo contrario, se consideraba negativa.

Tanto en los ensayos de asimilacion como de fermentacion, los medios base y las
soluciones patrones de azicares, fueron preparados en concentracion 2X, esterilizados por
separado y luego combinados en los volumenes adecuados para rendir las concentraciones

finales indicadas en cada caso.

Separaciéon de cromosomas
- Preparacion de DNA cromosomal intacto: Se prepararon protoplastos (Materiales y
Métodos, Capitulo I) y se mezclaron (1:1) con agarosa LMPT (bajo punto de fusion) al 1%
en KCI 0,6 M para S cerevisiae y en KCI 1,2 M para las levaduras halotolerantes. Se dejé
solidificar la mezcla en moldes, para luego cortar los bloques en rodajas finas. Se incubaron
las rodajas con proteinasa K (2 mg/ml) en amortiguador NDS (EDTA 0,5 M;
Tris-HCI 0,1 M; lauril sarcosinato de sodiol%; pH 9,5) a 50 °C durante 20 a 24 h y luego se
conservaron a 4 °C en amortiguador NDS hasta realizar las electroforesis.
- Preparacion del gel: Los bloques se sembraron en geles de agarosa tipo I (baja
electroendoosmosis) 1% en amortiguador TBE 0,5x (TBE 10x: EDTA 0,02 M, tris-borato
0,89 M, acido borico 0,89 M, pH 8,0). Los pocillos se cargaron con los bloques previamente
fundidos a 65 °C.
- Sistema de electroforesis:

Electroforesis con inversion de campo (FIGE): El sistema FIGE consta de una cuba

electroforética convencional y una fuente de poder programable. Esta fuente de poder
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alterna el campo eléctrico segun los requerimientos deseados. Como se trabaja con sé6lo
dos electrodos la variacion del campo es de 180° con respecto a la direccion de la corrida.
El equipo utilizado (Gene-Tic, BIOCENT) posee un microprocesador con el cual se
programaron las distintas condiciones de corrida.
Electroforesis de campo pulsado, CHEF: Se emple6 un equipo CHEF-DR II (Bio-Rad),
que es un sistema basado en la técnica de CHEF (clamped homogeneus electric fields).
Este equipo consta de 6 electrodos dispuestos en forma hexagonal lo que permite variar
alternativamente el campo eléctrico en un dngulo maximo de 120°.
- Condiciones de corrida: Fueron establecidas por modificacion de las diferentes variables
en juego como, tiempo de pulsado (el tiempo de pulsado se puede variar durante toda la
corrida, ya sea lineal o exponencialmente), voltaje aplicado y tiempo total de corrida.
- Tinciéon del ADN: Luego de la corrida electroforética, el ADN fue tefiido, sumergiendo el gel

en una solucion 5 mg ml”' de bromuro de etidio.

Cinética de crecimiento
Ensayo en medio con alto contenido de sal: Se realizé en Erlenmeyers de 125 ml con
10 ml de medio: a) YEPD y b) YEPD + 2 M NaCl. Se inocularon con 5 x 10° cel/ml, se
incubaron a 30°C, 200 rpm y se tomaron muestras periédicamente.
Ensayo en medio con alto contenido de aziicar: Se realizé en Erlenmeyers de 250 ml con
25 ml de medio YEPglucosa-400. Se inocularon con 5 x 10°® células/ml, se incubaron a

30 °C, 400 rpm y se tomaron muestras periodicamente.
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- Extraccién de polihidroxialcoholes: A determinados tiempos, se tomaron dos muestras de
1,5 ml de cultivo, una de las cuales fue rapidamente centrifugada (1 min a 9.800 g). El
sobrenadante, que contenia los polioles extracelulares, fue transferido a un tubo de vidrio con
tapa e incubado en un baiio de agua en ebullicion durante 10 min, junto a la muestra paralela
de cultivo no centrifugada. 1.a muestra con células, que tenia los polioles extracelulares mas
los intracelulares (polioles totales), fue luego centrifugada. Ambas fueron mantenidas a -20 °C
hasta ser analizadas (Adler ez al., 1985).
- Determinaciones analiticas
Biomasa: Se determin por centrifugacion de 5 ml de cultivo. Las células se lavaron 2
veces con agua destilada y se secaron 12 h a 120 °C. Se peso en balanza analitica.
Glucosa, etanol y polihidroxialcoholes: Se determinaron sus concentraciones por HPLC.
Se utilizd un equipo Gilson, con una bomba 305, una columna (300 x 7,8 mm) Rexex
Organic ROA (Phenomenex), un refractometro diferencial 2142 LKB y un integrador
chromatopac CR 301 (Shimadzu). Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:
temperatura, 55 °C; eluente, 0,02 N acido sulfiirico; velocidad de flujo, 0,6 ml/min; volumen
de muestra, 20 pl. La concentracion de cada sustancia se determiné segun curvas de
calibracion realizadas con soluciones patrones.
Las concentraciones intra y extracelulares de los polihidroxialcoholes fueron expresadas en
relacion a la biomasa como pmol poliol/mg p.s.
Calculos:

Velocidad maxima de crecimiento (1..): Se calculo aplicando la ecuacion de la recta
en la porcidn lineal de la curva de crecimiento. pn, €s la pendiente de la recta.

y=ax+b
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donde y es el Ln de la biomasa (ordenadas); a es la pendiente (Kmax), X €s €l tiempo
(abscisas) ; b es la ordenada al origen.

Rendimiento de biomasa (Y,;) y de etanol (Y): Se calculdé como la concentracion
maxima obtenida de biomasa y etanol en relacion a la concentracion inicial de glucosa

(g glucosa y etanol/g de glucosa inicial).

Los resultados que se presentan son valores promedio de ensayos independientes
realizados por duplicado o por triplicado. Los errores estandares fueron inferiores al 5% en
las determinaciones de biomasa e inferiores al 10% en las demas determinaciones. Para
determinaciones analiticas a partir de fluidos bioldgicos se considera aceptable una

desviacion estandar del 10% (Quattocchi et al., 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION

A- Caracterizacion de los hibridos obtenidos luego de la fusion de protoplastos

entre D. hansenii NRRL Y-7393 y S. cerevisiae UCD 522

Las cepas parentales D. hansenii y S. cerevisiae, asi como los PF HM92 y HM93 fueron

sometidas a los siguientes estudios:

L Caracterizacion morfoldgica.
IL. Crecimiento en medios con alta presion osmdtica (diferentes concentraciones de NaCl y
de azicar).
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III.  Pruebas bioquimicas de asimilacion y fermentacion de azicares.

IV.  Separacion electroforética de los cromosomas mediante la técnica de electroforesis en
campo pulsado en geles de agarosa (PFGE).

V. Cinética de crecimiento: medicion de la velocidad maxima de crecimiento (Kmax),

rendimiento en biomasa, produccion de etanol y polihidroxialcoholes.

I. Caracterizacion morfologica

Las cuatro cepas crecidas en medio YEPD agarizado formaron colonias de aspecto
cremoso y color blanquesino, a simple vista silmilares entre si. Crecidas en YEPD liquido,
D. hansenii flocul6 pero no asi los PF, HM92 y HM93 ni S. cerevisiae-522. No se
observaron floculos en cultivos de D. hansenii realizados en YEPD + 2 M NaCl.

En cuanto a la forma y tamafio celular (Foto 2.1), se observo que las células de
S. cerevisiae eran preferentemente ovales, de tamafio promedio de 6,97 (= 0,32) x 6,05
(+ 0,38) um y las de D. hansenii de forma esférica y mas pequeias, midian en promedio 4,25
(£ 0,45) x 4 (£ 0,49) um. Los PF eran muy similares entre si en forma y tamafio y diferentes
respecto a las dos cepas parentales. La forma de las células era de tipo ovoide aunque mas
irregular que en S. cerevisiae y de un tamafio promedio de 4,85 (+ 0,53) x 3,75 (+ 0,49) pm
para HM92 y de 4,96 (+ 0,43) x 3,70 (+ 0,50) pm para HM93.

Las cuatro cepas se reproducen vegetativamente por medio de brotacion multilateral.

Las células se encontraban en forma individual, de a pares o formando cadenas cortas.
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Foto 2.1: Células de Saccharomyces cerevisiae (Sc), Debaryomyces hansenii (Dh)
e hibrido HM92 (HM) cosechadas a partir de cultivos en fase exponencial
relizadoa en medio YEPD (aumento 1000 X).

I1. Crecimiento en diferentes condiciones de presion osmotica

Se realizaron ensayos para probar las cepas respecto a su habilidad de tolerar distintos
niveles de presion osmética durante su crecimiento en medios agarizados. La osmolaridad
del medio de cultivo se varié empleando diferentes concentraciones de sal (NaCl) y de

azucar (glucosa o sacarosa). Los resultadosos obtenidos se observan en la Tabla 2.1:
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Tabla 2.1: Crecimiento en diferentes condiciones de presion osmética. Las cepas fueron crecidas en
medio YEPD con 2; 2,5 y 3 M NaCl y en medio YEPD con 300, 500, 600 y 700 g/l de glucosa o
sacarosa.

Cepas M NaCl g/l Glucosa g/l Sacarosa
2 2.5 3 300 500 600 700 300 500 600 700
D. hansenii A+ " + () @) () | + +-
S. cerevisiae - - - ++ +++ ++ +/- +++ +++ ++
HM92 At ++ - () -(F)
HM93 A+t ++ = + -(++) -(+)

+ crecimiento (+++ muy abundante; +/- escaso)

- no crecimiento

() resultado obtenido con un inéculo obtenido de un cultivo en 2 M NaCl (células ya adaptadas a
condiciones de elevada presion osmotica)

O no determinado

Se puede observar que la tolerancia a elevadas presiones osmdticas depende, entre otros
factores, del tipo de soluto involucrado. Tanto D. hansenii como los dos PF crecieron bien en
elevadas concentraciones de NaCl pero sélo crecieron hasta 300 g/l de glucosa. S. cerevisiae
no desarrollo en las concentraciones de sal indicadas, pero crecid bien hasta 600 g/l de
glucosa. Cuando se uso sacarosa, la tolerancia a altas concentraciones aumento tanto para

D. hansenii como para S. cerevisiae respecto a lo observado para glucosa. Cuando se trabajo
con indculos provenientes de cultivos realizados con 2 M de NaCl, es decir, con células ya
adaptadas a elevadas tensiones osmoticas, la tolerancia a altas concentraciones de glucosa
aumento para D. hansenii 'y para ambos PF. Brown (1978) observo que una cepa de

S. cerevisiae mejoraba su tolerancia a concentraciones elevadas de glucosa cuando el indculo

prevenia de un medio salino (1,7 M NaCl) respecto a cuando provenia de uno basal. También

observo que S. cerevisiae podia aumentar su tolerancia a elevadas concentraciones de sal si
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era “adaptada” mediante transferencias en serie a medios con valores decrecientes de
actividad de agua (a,,). Sin embargo esta adaptacion no logrd extender la tolerancia de

S. cerevisiae a mas de 2 M de NaCl.

I11. Pruebas bioquimicas

Se estudid la capacidad que tenian las levaduras de asimilar y fermentar distintos

azucares. Los resultados de los ensayos se muestran en las Tablas 2.2 y 2.3:

Tabla 2.2: Asimilacion de fuentes de carbono.

Fuente de carbono Cepas
S. cerevisiae D. hansenii HM92 HM93
&glucosa + + + +
D-Galactosa + + + +
D-Ribosa - + + +
L-D-Xilosa - + + +
Arabinosa - + + +
L-Rhamnosa - + - -
Sacarosa + + + +
Maltosa + + + +
a-a-Trehalosa b+ + + + +
Cellobiosa D+ - + - -
Melibiosa - - - +sw
Lactosa +s + - +s
Raffinosa + + - +sw
Almidén - - - -
Glicerol - + + +
Fructosa + + + +
Eritritol - + - +sw
D-Glucitol/Sorbitol - + + +
D-Manitol - + + +
oL-Lactato - - - -
Succinato + + + +
Citrato + + + +
Etanol + + + +

+ reaccion positiva
+s reaccion positiva lenta (mas de 5 dias para dar reaccion positiva)
+w reaccion positiva débil
+sw reaccion débil y lenta
- reaccion negativa
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Tabla 2.3: Fermentacion de hidratos de carbono.

Fuente de carbono Cepas
S. cerevisiae D. hansenii HM92 HM93
’gglucosa + - + +
| D-galactosa + - +s +s
Maltosa + - - +s
Sacarosa + - +s +s
Melibiosa - - - +s
Lactosa - +s - -
Cellobiosa +s +s — _
Melezitosa - +s +s +s
Raffinosa + - - ~

+ reaccion positiva

+s reaccion positiva lenta (mas de S dias para dar reaccion positiva)
+w reaccion positiva débil

+sw reaccion débil y lenta

- reaccion negativa

Los PF mostraron semejanzas y diferencias respecto de los parentales y también se
observaron algunas respuestas intermedias, HM93 asimila eritritol. Esto pone en evidencia la
caracteristica hibrida de estos PF. Ademas puede observarse que los PF adquirieron nuevas
caracteristicas luego del proceso de fusion, como no asimilar rafinosa (HM92) o hacerlo
débilmente (HM93) mientras los parentales asimilan el azicar. La capacidad de fermentar
melibiosa de HM93 es otra caracteristica nueva si se tiene en cuenta que D. hansenii ni
S. cerevisiae 10 hacen, o la incapacidad de los PF de fermentar celobiosa aunque ambos
parentales la fermentan. Los resultados obtenidos demuestran que la técnica de fusion de
protoplastos es una herramienta efectiva en la modificacion de levaduras y en la obtencion de

nuevas cepas.
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IV. Electroforesis de campo pulsado (PFGE)

En la electroforesis convencional, moléculas superiores a 20 kb migran en forma
independiente a su tamafio (McDonell, et al., 1977).

En la electroforesis de campo pulsado el campo eléctrico aplicado varia
alternativamente en dos direcciones, esto hace que las moléculas deban reorientarse en
respuesta al cambio y el tiempo que tardan en lograrlo depende de su tamafio (Bustamante
et al., 1993). De este modo se logran separar largos segmentos de ADN, a tal grado que
puede trabajarse con cromosomas enteros desde 30 hasta 2000 kb (Carle & Olson, 1985).

El uso de diversos sistemas de PFGE ha permitido armar cariotipos de diversas cepas
de levaduras (McDonell, ef al., 1977; Johnston et al., 1988) asi como también aislarse

cromosomas para ser utilizados en experimentos de transformacion celular (Goto et al.,

1990).

Como los hibridos tenian caracteristicas de ambos parentales se estudio si esto
también ocurria a nivel de los complementos cromosomicos.

No existen antecedentes sobre separacion de cromosomas en D. hansenii. En
S. cerevisiae diferentes autores obtuvieron, con distintos sistemas de PFGE, patrones
electroforéticos de16 bandas que corresponden a los 16 cromosomas del juego haploide de la
especie. A S. cerevisiae se la utilizé como patron de referencia.

Se realizaron varias corridas electroforéticas hasta obtener en un mismo gel los
cariotipos de cada una de las cepas. La mejor resolucidn de bandas se obtuvo con las
siguientes condiciones:
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Diferencia de potencial: 11 volts/cm de gel

Tiempo de corrida: 20 horas

Numero de ciclos: 1

Duracién del pulso al comienzo: 1 seg

Duracion del pulso al final: 60 seg

Incremento del pulso: exponencial

% del tiempo del ciclo en alcanzar el 50% del pulso: 40
Relacidn pulso hacia adelante/pulso inverso: 3:1

Pausa como % del pulso hacia adelante: 2
Concentracion de agarosa: 1 %

Temperatura: 10 °C

En las condiciones de corrida utilizadas se resolvieron en S. cerevisiae 12 bandas y en
D. hansenii y los dos hibridos se observaron 6 a 7 bandas aunque algunas de ellas, por su
ancho e intensidad, parecieron ser dos no resueltas (Foto 2.2). Fue interesante observar que
los PF tenian bandas que se correspondian con algunas de S. cerevisiae y otras con bandas de
D. hansenii. Esto demostraria, que en el complemento cromosdmico de los hibridos estarian

representados, al menos parcialmente, los dos conjuntos cromosomicos originales.
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Foto 2.2: Separacion de moléculas
de ADN cromosomal mediante el
sistema FIGE.

Linea 1: D. hansenii NRRL Y-7393.
linea 2: S. cerevisiae UCD-522.
lineas 3 y 4: productos de fusién
HM92 y HM93 respectivamente.

V. Cinética de crecimiento

Se estudio la capacidad de los PF y las cepas parentales de crecer en medios con alta
concentracion de sal. Se utilizé como medio YEPD con 2 M NaCl y medio basal YEPD para
comparar el comportamiento de las levaduras con y sin estrés osmoético. Se determiné biomasa,
ghuacosa residual, produccion de etanol y polihidroxialcoholes.

La cepa parental S. cerevisiae, que no crece en medios con altos contenidos de sal, no
solo no crecid en el medio con 2 M de NaCl sino que se observd lisis celular a las 16 horas de

incubacion.
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En el medio con sal, se observé que la velocidad méaxima de crecimiento (fiy,y) de los
hibridos HM92 y HM93 (Figura 2.1 by ¢) fue mayor que la i, de la cepa parental
osmotolerante D. hansenii (Figura 2.1a). Los valores correspondientes de y.x S¢ muestran en la
Tabla 2.4. Es importante destacar que en estas condiciones, D. hansenii alcanzé la mayor
densidad celular a las 65 horas de crecimiento, tiempo en el que la glucosa fue consumida
totalmente. Los hibridos, por el contrario, a las 35 horas alcanzaron la mas alta densidad celular
y consumieron toda la glucosa. La cepa parental osmotolerante no produjo etanol, mientras los
hibridos HM92 y HM93 produjeron etanol (méaximos de 2,5 y 3,75 g/l respectivamente) entre
las 10 y 30 horas. Se puede asumir que la capacidad de los PF de producir etanol podria estar

determinada por la informacion genética del otro parental S. cerevisiae.
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Figura 2.1: Crecimiento de las cepas en medio YEPD con 2 M NaCl. a) D. hansenii; b) HM92;

¢) HM93. @ Peso seco; @ glucosa residual; @ etanol. o




Capitulo I1

Tabla 2.4: Velocidad méxima de crecimiento (ma h™') calculada a partir del crecimiento de las
cepas en medio sin sal y en medio con 2M NaCl. Los valores son el promedio de determinaciones
realizadas a partir de ensayos independientes. En cada caso se indica el desvio estandar
correspondiente y, entre paréntesis, el nimero de ensayos realizados.

Medio de S. cerevisiae D. hansenii Hibrido HM92 Hibrido HM93
Crecimiento Mmax Hmax Hmax Hmax
YEPD 0,480 +0,011 (3) | 0,296 +0,01 (3) | 0,480 +0,009 (2) | 0,492 +0,015(3)
YEPD + 2,0 M NaCl NC 0,090 0,005 (3) | 0,171 £0,009 (2) | 0,171 +0,008 (3)

NC: No crece en estas condiciones.
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Figura 2.2: Crecimiento de las cepas en medio basal YEPD. a) S. cerevisiae; b) D. hansenii;
¢) HM92; d) HM93. @ Peso seco; ® glucosa residual; ® etanol.
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consumio toda la glucosa a las 8 horas de crecimiento (fase estacionaria) y en este punto
produjo la maxima concentracion de etanol (5,5 g/l) (Figura 2.2a). D. hansenii consumio la
glucosa a las 45 horas, es decir en menor tiempo que en el medio con 2 M de NaCl (Fig. 2.2b) y
tampoco produjo etanol. Los hibridos consumieron totalmente la glucosa a las 30-35 horas y la
produccion maxima de etanol fue de 5 g/l (Figura 2.2 ¢ y d), similar a la de S. cerevisiae y
mayor que el etanol producido en el medio con alta presion osmotica (2,5 - 3,5 g/l; Figura 2.1 b
yc).

En ambos ensayos, en medio con NaCl y basal, se calculé el rendimiento de la

produccion de biomasa y de etanol. Los resultados se muestran en la Tabla 2.5:

Tabla 2.5: Rendimiento (Y) de la produccion de biomasa y de etanol respecto a la glucosa
consumida, obtenidos durante el crecimiento en medio basal y en medio con 2M NaCl. Los valores
son el promedio de determinaciones realizadas a partir de ensayos independientes. En cada caso se
indica el desvio estandar correspondiente y, entre paréntesis, el nimero de ensayos realizados.

Rendimiento S. cerevisiae D. hansenii Hibrido HM92 Hibrido HM93
Busal CINa Basal CINa Basal CINa Basal CINa

Biomasa Y 0,17 | NC 047 | 0,17 | 034 | 0,28 | 0,26 | 0,34

001 (3) 100333 [ +0,013) | +0,03(2) | #003(2) | ¥002(3) | +003(3)
Etanol Yy, 0,26 | NC 0,03 { 003 | 0,19 | 0,13 | 0,16 | 0,17
£002(3) £0,002(3) [ £0002(3)| +001(2) | 001 (2) | $0013) | #001(3)

NC: No crece en estas condiciones.

Las cepas halotolerantes produjeron dos polioles, glicerol y arabitol. Si se compara el
crecimiento de estas levaduras en medio sin presion osmoética y en medio con 2 M de NaCl, se
observan cambios en la produccion y acumulacion de estos polioles. Con respecto al glicerol, en
medio basal YEPD, la maxima produccién y acumulacion intracelular del poliol tuvieron lugar,
durante la fase logaritmica de crecimiento y a medida que el cultivo entraba en la fase
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Figura 2.3: Produccion de polioles durante el crecimiento en medio basal YEPD. a) S. cerevisiae;
b) D. hansenii; c) HM92; d) HM93. @ Peso seco; @ glicerol intracelular; O glicerol extracelular;
arabitol intracelular;  arabitol extracelular.

estacionaria decrecieron gradualmente (Figura 2.3 a, b, ¢ y d). Sin embargo, cuando el
crecimiento fue en YEPD + 2 M NaCl, tanto los productos de fusion HM92 y HM93 (Figura
2.4 by c) como D. hansenii (Figura 2.4 a) acumularon, durante la fase logaritmica temprana,
gran parte del glicerol producido para luego, hacia el final de esta fase, liberarlo al medio. En la
fase estacionaria, las células aparentemente comenzaron a consumir el glicerol producido,
puesto que durante este periodo también disminuyeron los niveles extracelulares del poliol
(Figura 2.4 a, b y ¢). Como se menciond anteriormente, el parental S. cerevisiae, no desarrolld

en este medio como consecuencia del elevado contenido de sal.
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Con respecto a la produccion de arabitol, en el ensayo con medio basal YEPD
S. cerevisiae produjo arabitol pero no lo acumul¢ intracelularmente (Figura 2.3 a). Como el
arabitol extracelular decrecio con el tiempo se podria asumir, también, que luego fue asimilado
por las células. D. hansenii (Figura 2.3 b) en las primeras horas produjo arabitol excretando la

mayor proporcion de éste al medio de cultivo. Los PF (Figura 2.3 ¢ y d) acumularon
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Figura 2.4: Produccion de polioles durante el crecimiento en medio YEPD con 2 M NaCl.
a) D. hansenii; b) HM92; ¢c) HM93. @ Peso seco; @ glicerol intracelular; O glicerol extracelular;
» arabitol intracelular;  arabitol extracelular.
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intracelularmente arabitol durante la fase log tardia para luego liberarlo, hacia el final de la fase

estacionaria de crecimiento.

En el medio con alta presion osmotica D. hansenii'y los PF tuvieron un comportamiento
similar aunque el glicerol acumulado intracelularmente fue mayor que en el medio basal
(Figura 2.3 a, b, ¢ y d). Durante el crecimiento exponencial, mientras el glicerol intracelular fue
alto, el arabitol se encontrd en forma extracelular y luego, a medida que el glicerol intracelular

disminuia, comenzo la acumulacion de arabitol en el interior de las células.

Se puede observar que D. hansenii y los hibridos respondieron de manera similar al
shock osmotico impuesto por el medio de crecimiento. No s6lo aumentaron la produccion de
polioles, sino que tendieron a incrementar la concentracion intracelular de los mismos, aunque
varid, segun la etapa del crecimiento, la proporcidn de un poliol con respecto a la del otro. 1.a
concentracion intracelular de arabitol fue leve como respuesta a la salinidad del medio con 2 M
NaCl, sin embargo el glicerol intracelular increment6 considerablemente. Este comportamiento
es coincidente con el observado por otros autores para D. hansenii en condiciones similares de
cultivo (Adler & Gustafsson, 1980; Larsson ef al., 1990), quienes observaron que en cultivos en
lote con elevada salinidad la concentracion intracelular de glicerol no se mantenia constante
durante todo el ciclo de crecimiento. La concentracion de glicerol decrecia en la fase
exponencial tardia mientras que la de arabitol aumentaba cuando las células se aproximaban a la
etapa estacionaria. Adler & Gustafsson (1980) encontraron una correlacion directa entre la

concentracion interna de glicerol durante la mitad de la fase exponencial y la salinidad del
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medio. Sin embargo, Larsson et al. (1990), realizando cultivos continuos de D. hansenii,
demostraron que se correlaciona mejor la concentracion intracelular de polioles totales con la
salinidad del medio. Esta fue directamente proporcional a la concentracion salina del medio y
esencialmente independiente de la velocidad de crecimiento, aun cuando varié la proporcion
entre los dos polioles. El arabitol respondi6 levemente a la salinidad del medio pero parecid
estar regulado con la velocidad de crecimiento (la concentracion increment6 al disminuir la
velocidad de crecimiento). La poca variacion encontrada por estos autores entre la maxima
acumulacion de arabitol y la concentracion de sal, los indujo a considerar al arabitol como un
soluto compatible constitutivo. Por el contrario, propusieron al glicerol como soluto compatible
inducible ya que su acumulacién intracelular aumento con el estrés salino. En el presente
trabajo también se observd, en ambas condiciones de crecimiento (con y sin CINa), poca
variacion de la concentracion de arabitol acumulado en D. hansenii, HM92 y HM93 mientras se

.o

observd incremento del glicerol intraceluar en el medio con presion osmotica alta. S
Brown (1978) describi6 que Z. rowxii (levadura osmotolerante) también produce gllcerdi’
y arabitol. En cultivos en lote en un medio con baja actividad de agua Z. rouxii luego de '.
consumir toda la glucosa, final de la fase exponencial de crecimiento, consume el glicerol
producido presumiblemente para usarlo como fuente de energia; igual a lo observado en este
trabajo. Las células incorporan el arabitol extracelular y el contenido intracelular del poliol se
incrementa. En condiciones de estrés osmético, el agotamiento de la fuente de energia puede

conducir al consumo del soluto compatible primario, glicerol, y la substitucion por el arabitol,

soluto compatible secundario. El arabitol no es un buen protector enzimatico como el glicerol,
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asi la actividad metabolica podria disminuir por la presencia del arabitol como principal soluto
compatible, aunque esto ocurriria en la fase estacionaria.

Edgley & Brown (1983) compararon la respuesta de Z. rouxii 'y S. cerevisiae en la
adaptacion a medios con bajos potenciales de agua. Observaron que Z. rouxii respondio al
estrés osmotico manteniendo constante la produccion de glicerol pero incrementando su
retencion dentro de la célula, mientras S. cerevisiae respondid reteniendo una proporcion
intracelular constante de una cantidad mayor de glicerol sintetizado. En S. cerevisiae el desvio,
impuesto por el estrés osmotico, de su metabolismo de carbohidratos a la produccion de glicerol
debe limitar considerablemente otras actividades biosintéticas esenciales, constituyendo un
importante factor limitante de la tolerancia de las células a bajos potenciales de agua.

Los resultados obtenidos, coincidentes con los hallazgos de otros autores, ponen de
manifiesto parte de una estrategia mediante la cual estos organismos logran balancear la

osmolaridad intracelular con respecto a la osmolaridad del medio.

B- Caracterizacion de los hibridos obtenidos luego de la fusion de protoplastos
entre T. delbrueckii CBS 813 y S. cerevisiae P-158

Los hibridos PB1, PB2 y PB3 fueron morfoloégicamente similares al parental
S. cerevisiae pero adquirieron el caracter osmotolerante de T. delbrueckii. Se decidio
entonces estudiar semejanzas y diferencias con las levaduras parentales. Para ello se realizo

lo siguiente:
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e Separacion electroforética de los cromosomas de las dos cepas parentales y los tres
hibridos mediante la técnica de electroforesis de campo pulsado en geles de agarosa

(CHEF).

e Cultivos en lote en medio con elevada concentracion de azicar. Se determind biomasa,

consumo de glucosa, produccion de etanol y de polihidroxialcoholes (glicerol y arabitol).

Separacion de cromosomas

Mediante la técnica de electroforesis de campo pulsado (CHEF) se logré separar
cromosomas de las cepas parentales, T. delbrueckii CBS 813 y S. cerevisiae P-158 y de los
tres productos de fusion, PB1, PB2 y PB3 (Foto 2.3). Se utilizé una séla condicion de
corrida. Es importante mencionar que las variables durante la corrida electroforética deben
ajustarse de forma tal de separar al mismo tiempo la mayor cantidad posible de cromosomas
de cada una de las cepas, asi se legitima las comparaciones posteriores entre los patrones de
banda obtenidos. Se encontrd que los tres PF poseian un patrén cromosoémico similar entre si
pero ademas, el patrén de PB1 y PB3 fue coincidente con el de S. cerevisiae, mientras que el
de PB2 mostré una banda adicional de baja movilidad, similar a la primera de las 6 bandas
resueltas para T. delbrueckii. Oda & Tonomura (1995) también encontraron 6 bandas en el
patron electroforético de cromosomas de T. delbrueckii y como ya se dijo en el capitulo

anterior, otros autores han logrado resolver 16 bandas para S. cerevisiae correspondientes al
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1600—

16 tedricas mencionadas.

similares a S cerevisiae.

Cultivos en lote - Curvas de crecimiento.

Foto 2.3: Separacioén de moléculas
de ADN cromosomal mediante el
sistema CHEF. -

Linea 1: cepa de referencia

S. cerevisiae YNN 295 de Bio-Rad.
linea 2: S. cerevisiae P-158.

lineas 3, 4 y 5: productos de fusion
PB1, PB2 y PB3 respectivamente.
linea 6: T. delbrueckii CBS-813.
Los tamaiios moleculares (Kb) se
indican (izquierda) segun la cepa de
referencia.

juego haploide de 16 cromosomas que posee esta especie. En esta oportunidad, bajo las

condiciones de corrida establecidas, se han podido diferenciar alrededor de 12 bandas de las

Por lo tanto, los PF a pesar de presentar el caracter osmotolerante de la cepa parental

T. delbrueckii, poseen una morfologia y un patrén electroforético de cromosomas muy

Se estudio el crecimiento de los hibridos PB1 y PB2 y de los parentales en un medio
con elevada concentracion de glucosa. Se realizaron ensayos de fermentacion en lote en

medio YEPD-400. Esta concentracion de glucosa (400 g/1) es lo suficientemente elevada
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como para obligar a las células a adaptarse osmoéticamente pero no tanto como para impedir
el desarrollo de S. cerevisiae que es una levadura con limitada tolerancia osmotica. Se

determind la produccion de biomasa, etanol, glicerol y arabitol asi como también el consumo

de azucar.
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Figura 2.5: Produccion de etanol y de polioles durante el crecimiento de las cepas en medio YEPD
con 400 g/l de glucosa. a) S. cerevisiae; b) T. delbrueckii. ® Peso seco; ® glucosa residual,
® etanol; ® glicerol total, * glicerol intracelular; - glicerol extracelular; © arabitol total.
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Los resultados presentados en la Figura 2.5 (a, b) y en la Figura 2.6 (a y b) muestran
que T. delbrueckii tuvo la mayor produccion de biomasa y el consumo mas alto de glucosa.
Sin embargo, la maxima concentracion final de etanol (75 g/l) se obtuvo con el hibrido PB2.
El rendimiento, expresado como g de etanol/g de azicar inicial, fue 26% mas alto que el de
7. delbrueckii, aunque esta cepa mostrd el mayor consumo de glucosa. Ambos hibridos, PB1
y PB2, produjeron mas etanol que el parental S. cerevisiae aunque la produccion de biomasa
fue similar, lo cual significa una produccion especifica (g de etanol/g de peso seco) mas alta.

Como se menciond anteriormente, el crecimiento y el comportamiento de los
microorganismos en medios de alta osmolaridad estan relacionados a la produccion de
osmorreguladores, tales como el glicerol y el arbitol. Se determiné la produccion de arabitol
y glicerol durante el desarrollo del cultivo.

De acuerdo a los resultados mostrados en la Fig. 2.5 (a, b) la produccion de glicerol y
su distribucion dentro y fuera de las células muestra marcadas diferencias entre S. cerevisiae
y T. delbrueckii. La produccién de glicerol en T. delbrueckii estuvo asociada al crecimiento
del cultivo. La concentracion de glicerol total (glicerol intracelular + glicerol extracelular)
alcanzé un maximo de 35 g/l después de 48 h de incubacidn y luego se mantuvo constante.
En S. cerevisiae 1a maxima concentracion de glicerol total fue de 33 g/l después de 84 hy
luego decrecid levemente. En relacion con la distribucién del glicerol, en T. delbrueckii la
concentracion especifica de glicerol intracelular (umol glicerol/mg biomasa) fue el doble que
la correspondiente a la fraccion extracelular después de 60 h de incubacion. De lo contrario
S. cerevisiae secretd la mayor parte del glicerol producido por lo que la concentracion

intracelular fue mas baja que la extracelular durante todo el desarrollo del cultivo. Se puede
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concluir que ambos parentales sintetizaron glicerol durante el crecimiento con elevada
presion osmotica, sin embargo 7. delbrueckii acumul6 en forma mas eficiente el poliol

mientras S. cerevisiae, aunque produjo tanto glicerol como 7. debrueckii, excretd la mayor

parte de éste al medio.
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Figura 2.6: Produccion de etanol y de polioles durante el crecimiento de las cepas en medio
YEPD con 400 g/l de glucosa. a) PB1; b) PB2. @ Peso seco; ® glucosa residual; ® etanol;
® glicerol total, * glicerol intracelular; - glicerol extracelular; « arabitol total.
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Las cepas también produjeron arabitol. En S. cerevisiae la concentracion maxima de
glicerol total (2 g/1) fue 10 veces menor que la alcanzada por T. delbrueckii.

Como se muestra en la Fig. 2.6 (a, b) los hibridos produjeron similar cantidad de
glicerol que las cepas parentales. Retuvieron el glicerol dentro de la célula durante la fase
exponencial de crecimiento, aumentando su secrecion luego de 60 h de cultivo.

La maxima concentracion de arabitol producida por PB1 y PB2 fue 4y 5 g/l,
respectivamente, es decir aproximadamente el doble de lo producido por S. cerevisiae.

Si se compara el comportamiento de la cepa parental osmotolerante y la no tolerante
se observan diferencias esenciales en las reacciones metabolicas para reducir la actividad de
agua intracelular. La estrategia utilizada por S. cerevisiae fue la sobreproduccion de glicerol
y la excrecion del glicerol excedente, mientras 7. delbrueckii asi como otras levaduras de
elevada tolerancia osmética (Z. rouxii, D. hansenii) retuvo una proporciéon mayor del poliol
en lugar de incrementar su produccion (Spencer & Spencer, 1978; Edgley & Brown, 1983;

Blomberg, 1988).
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CAPITULO 111

TRANSPORTE DE MONOSACARIDOS

La membrana plasmatica, debido a su accién como barrera de difusion, tiene un
importante papel en la adaptacion de células de levadura a un medio hiperosmético. La
permeabilidad selectiva a diferentes iones y solutos permite a las células restablecer y
mantener el equilibrio osmoético entre el interior celular y el medio ambiente (Blomberg,
1988; Sigler & Hofer, 1997). Sin embargo, todavia se conoce poco acerca de como y en qué
medida la presencia de alta concentracion de sal en el medio externo afecta los procesos de
transporte a través de la membrana plasmatica.

En levaduras existen distintos tipos de procesos de transporte de solutos (Cartwright
et al., 1989). Difusion simple: una molécula de soluto pasa a través de los dominios lipidicos
de la membrana sin involucrar ninguna de las proteinas presentes en ella. Transporte
mediado por proteinas: puede ser de dos tipos: a) Mueve moléculas de solutos a través de la
membrana a favor del gradiente de concentracion y es denominado difusién facilitada o no
concentrativa. b) Transporta las moléculas de soluto en contra del gradiente de
concentracion a expensas de energia metabdlica y se lo describe cominmente como
transporte activo.

En levaduras la energia es liberada s6lamente por oxidacidon quimica, la cual ocurre
principalmente en la cadena respiratoria de la membrana mitocondrial interna. Las levaduras
pueden también liberar energia bajo condiciones anaerdbicas por fermentacion. La energia

redox es eventualmente almacenada como adenosina trifosfato, ATP, el cual suministra
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energia para todas las reacciones celulares endergdnicas (requerimiento energético). La
conversion de energia redox en ATP en las membranas biologicas esta asociada con la

generacion en la cadena respiratoria y uso (por la F,,F;-ATPasa) del gradiente electroquimico
del protén (Apy+). Por otra parte, el ATP es hidrolizado por la ATPasa translocante de

protones unida a membrana plasmatica (tipo P) o a membrana de tonoplastos (tipo V), donde

es generado el Apy.. El transporte de muchos solutos al interior de las células (asi como del

citosol al interior de las organelas) en contra del gradiente de concentracion, ocurre en
cotransporte con H. El cotransporte de H" acopla el transporte del soluto al flujo de protones

en favor del gradiente electroquimico del proton.

El gradiente electroquimico del proton (Ap;+) consiste en las diferencias de potencial
eléctrico y quimico, representadas por el potencial de membrana (Ay) y el gradiente de

concentracion de protones (ApH), respectivamente. El Apy, tiene la dimension de energia, su
fuerza impulsora es la fuerza motora del proton (pmf),

Dy = (Ay + ZApH)F

pmf= Ay + ZApH,

donde Z es el factor de correcion de energia quimica a energia eléctrica (Z = 2,303 RT/F),
siendo R la constante de los gases (R = 8,314 [J K" mol']), T la temperatura absoluta [K], y
F la constante de Faraday (F = 96480 [C mol ~' de ion monovalente]). El factor 2,303

convierte el logaritmo natural en logaritmo comun. A 30 °C, Z es 0,06V (o 60 mV).
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La dependencia de un sistema de transporte en estudio respecto al aporte de energia
metabolica, puede ponerse de manifiesto mediante el agregado de compuestos que actian
como desacoplantes energéticos. Uno de ellos es el 2,4—dinitrofenol (DNP), que tiene la
propiedad de separar el flujo de electrones y el bombeo de iones H' para la sintesis de ATP.
Asi el DNP interrumpe el gradiente de H' y la energia proveniente de la transferencia de
electrones no puede usarse para la sintesis de ATP. Las células entonces, quedan
desacopladas de los mecanismos proveedores de energia y por lo tanto quedan
desenergizadas. Ademas, los desacoplantes son acidos débiles, que trabajan éptimamente a
pH bajo. Asi la eficiencia para despolarizar la diferencia de potencial eléctrico y suprimir el
transporte activo decrece al aumentar el pH. A pH 5,0 el DNP inhibe el transporte y
despolariza el potencial de membrana completamente (Hauer & Hofer, 1978).

La participacion del potencial de membrana en el transporte de solutos puede ponerse
en evidencia mediante el uso del catién lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP*). Debido a su
naturaleza hidrofébica, el TPP" penetra ficilmente las membranas biologicas por difusion
fisica y mientras su masa fluye despolariza las membranas (Hauer & Hofer, 1978; Prasad &

Hofer, 1986).

OBJETIVO

Dado que el crecimiento de las cepas Saccharomyces cerevisiae, Debaryomyces
hansenii y la cepa hibrida HM92, se vio afectado, en mayor o menor medida, por la presencia

de altas concentraciones de NaCl en el medio, el objetivo de esta parte del trabajo fue
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caracterizar en dichas cepas, el sistema de transporte de monosacaridos y analizar su posible

alteracion bajo condiciones de estrés de sal.

MATERIALES Y METODOS

Cepas:

Saccharomyces cerevisiae UCD 522
Debaryomyces hansenii NRRL Y-7393
Hibrido HM92.

Medios de cultivo:
YEPD: 10 g/l extracto de levadura, 20 g/l peptona, 20g/l glucosa mas 20 g/l de agar cuando
se us6 medio sdlido.

YEPD +x M NaCl (x=1,402)

Condiciones de cultivo:

Las células fueron crecidas en medio liquido, YEPD (células no adaptadas a condiciones
de estrés de sal) o YEPD + x M NaCl (células adaptadas). Los frascos de cultivo fueron
inoculados con un precultivo en mitad de la [ase logaritmica de crecimiento en medio YEPD
(20 ml, 30 °C, 200 rpm), de manera de obtener una densidad celular inicial de 5 x 10° cel/ml.

Los cultivos fueron incubados a 30 °C y a 200 rpm.
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Solucion de trabajo:

Las células fueron cosechadas en fase estacionaria temprana, lavadas dos veces con agua
destilada y resuspendidas al 5% (p/v) en suspension acuosa. La suspension celular fue
aireada sobre agitador magnético durante 3-4 horas a temperatura ambiente (ayunado de las
células). Luego de la aireacidn, las células fueron lavadas una vez mas y resuspendidas como
antes. Finalmente, la suspension celular fue mezclada en partes iguales con amortiguador
fosfato de potasio 100 mM, pH 4,5. Cuando se trabajé con células adaptadas (crecidas en
presencia de alta concentracion de NaCl), el procedimiento fue exactamente €l mismo, con la
unica diferencia que en los lavados y resuspensiones, en agua o amortiguador, se agregé la
cantidad de NaCl necesaria para mantener en todo momento la isotonicidad con el medio de

crecimiento.

Determinaciones analiticas

- Biomasa: En todos los experimentos se tomaron muestras para determinar el peso seco
inicial. Las muestras se filtraron en membranas con poros de 0,8 pm, previamente secadas en
estufa a 100 °C durante 24 horas. Se realizaron dos lavados con 1 ml de agua destilada por
vez y los filtros con biomasa se colocaron nuevamente en estufa a 80 °C durante 24 horas. La
determinacion del peso seco se realizo por triplicado, en balanza analitica.

- Contenido intracelular de Xilosa: La pentosa fue determinada por el método de filtracion
(Hofer, 1989) utilizando orcinol como reactivo (Heller & Hofer, 1975). De las mezclas de
reaccion obtenidas a partir de las muestras procesadas y mezcladas con orcinol, se calculo la

concentracion intracelular de xilosa de la siguiente manera:
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Si (xil) =
2 e m
S; (xil): concentracion intracelular de xilosa [mM]
E: absorbancia a 650 nm de la mezcla de reaccion
f: factor de dilucion
2: contenido de agua intracelular correspondiente a 1 mg de peso seco [pl.mg']
e;: absorbancia correspondiente a | nmol de xilosa (tomado de la curva de calibracion)

m: peso seco en 1 ml de la suspension de trabajo [mg].

- Contenido intracelular de glucosa y 2-deoxi D-glucosa (2-DG): Se midi6 la radiactividad
en las muestras filtradas (radiactividad intracelular) y en las muestras intactas (actividad
especifica) en un contador de centelleo liquido (Analizador de centelleo Packard Tri-Carb
1600 CA). La concentracion intracelular del azicar se calculo del siguiente modo:

dpm

Si(azicar) =
ac 2 m

Si (azicar): concentracion intracelular de glucosa o 2-DG [mM]

dpm: desintegraciones por minuto (medidas en las muestras flitradas)

ac: actividad especifica (dpm correspondiente a un nmol de 2-DG)

2: contenido de agua intracelular correspondiente a 1 mg de peso seco [pl.mg’']

m: peso seco en 1 ml de la suspensién de trabajo [mg’]

- Contenido remanente de glucosa: Se midio en el sobrenadante luego de la centrifugacion

de las muestras. La determinacion de la hexosa se llevo a cabo por método enzimatico
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usando hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, en la presencia de ATP y NAD"

(Boehringer).

I- Transporte de monosacaridos
a) Transporte de D-xilosa y 2-DG:

Se obtuvieron las suspensiones de trabajo con células de ambas cepas parentales
(D. hansenii, S. cerevisiae) y del hibrido HM92, crecidas en YEPD o en YEPD + 2 M NaCl.
Las suspensiones fueron colocadas en un bafio de agua a 30 °C, con agitacion. Los
experimentos comenzaban cuando se agregaba el monosacarido apropiado en cada caso
[D-xilosa o 2-deoxi- D-glucosa (2-DG)].

La D-xilosa se agrego fria en cantidad necesaria para tener una concentracion inicial
en la suspension de trabajo de 20 mM (para D. hansenii y HM92) o 30 mM (para
S. cerevisiae). Se tomaron periodicamente muestras de 1 ml. La pentosa intracelular se
determind como se indica en determinaciones analiticas.

El transporte de 2-DG fue estudiado midiendo la incorporacidn del isétopo radiactivo
2-deoxi-D-[1-’H]glucosa, 15,0 Ci/mmol (Amersham International plc, England). La
concentracion inicial del azicar en la suspension de trabajo fue de 2 mM. Se tomaron
muestras de 1 ml a determinados intervalos de tiempo y las células fueron separadas por
filtracion (Hofer, 1989). Cada filtro con las células retenidas fue colocado en 10 ml de
solucién de centelleo (AQUALUMA, high counting efficiency Isc cocktail, Lumac-Isc b.y.,
Groningen, The Netherlans). Para medir la actividad especifica de la suspension celular, se

tomaron tres muestras mas de 100 pl y cada una fue colocada en 4 ml de solucion de
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centelleo. La concentracion intracelular del azicar se determiné por medicion de la

radiactividad intracelular como se indica en determinaciones analiticas.

Cuando se necesito se agregoé: i) desacoplante energético 2,4-dinitrofenol (DNP)
disuelto en dimetilsulféxido (DMSO, solvente que no es metabolizado por las células) en
cantidad suficiente para obtener una concentracion, en la suspension de trabajo, de 10 mM
DNP; ii) cation lipofilico tetrafenilfosfonio (TPP*), 30 mM en la suspension de trabajo;

iii) NaCl 2 M; iv) cloruro de colina y benceno sulfonato de sodio en cantidades necesarias
para tener una concentracion 2M de los iones cloruro y sodio en las suspensiones celulares;

v) otras sales como LiCl, KCl, CaCl, y MgCl, concentraciones de 1 y 2 M.

b) Transporte de intercambio:

Este ensayo se realizé con D. hansenii y HM92. Las suspensiones de trabajo fueron
colocadas en un baiio de agua a 30 °C, con agitacion. Los experimentos se iniciaban cuando
se agregaba el monosacérido apropiado en cada caso (D-xilosa o 2-DG).

Se permiti6 que las células acumularan intracelularmente D-xilosa (agregada fria,
concentracion inicial 10 mM) o 2-DG (is6topo radiactivo, concentracion inicial 2 mM). A los
30 minutos de iniciado el experimento se adicionaron los monosacaridos (frios) D-glucosa

(5 mM), D-xilosa (25 mM) o 2-DG (5 mM) segiin correspondid, para analizar su posible
competencia por el sistema de transporte con el azicar previamente acumulado por las

células. Durante todo el experimento se midi6 la concentracidn intracelular de D-xilosa, por
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el método con orcinol como reactivo y de 2-DG cuantificando la radiactividad acumulada

intracelularmente (métodos ya citados anteriormente en determinaciones analiticas).

¢) Consumo de D-glucosa y competencia entre monosacaridos:

Este estudio se realizo con las tres cepas. Las suspensiones de trabajo de cada cepa se
prepararon como se explico antes, se incubaron a 30 °C, con agitacion mecanica en bafio de
agua y el experimento se inicio con el agregado conjunto de D-glucosa y uno de los posibles
azucares competidores, D-xilosa 0 2-DG. La concentracidn inicial de glucosa en los tres
casos fue de aproximadamente el doble del valor correspondiente de K+ (50 mM para
D. hansenii, 10 mM para S. cerevisiae y 20 mM para HM92). Las concentraciones de xilosa
y 2-DG eran equivalentes a 10 veces la concentracion de glucosa usada para cada cepa,
excepto la de xilosa para S. cerevisiae, que fue 50 veces superior debido al elevado K que
posee esta cepa para D-xilosa.

El consumo de D-glucosa se estimo a intervalos de tiempo determinados midiendo la
glucosa remanente en el sobrenadante (es decir, atin no transportada al interior de las
células), luego de la centrifugacion de las muestras. [.a determinacion de la concentracion del

azucar se indica en determinaciones analiticas.

11- Cinética del transporte de monosacaridos
a) Cinética de D-xilosa:
Se cosecharon las células de las tres cepas de cultivos con medio YEPD y se procedio

como se explico con anterioridad hasta obtener las suspensiones de trabajo. Una vez que se
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tomaron las muestras para la determinacion de peso seco (biomasa), se dividio el volumen
restante equitativamente en tantas partes como concentraciones diferentes de xilosa a
estudiar, en un rango de 30 a 200 mM. Las suspensiones se preincubaron en baiio de agua a
30 °C con agitacion.

Se realizaron experimentos individuales para cada concentracion de xilosa, los que
comenzaban cuando se agregaba el azucar. Se tomaron tres muestras de 1 ml cada 1 minuto.
Las muestras se procesaron segin Hofer (1989) y la xilosa incorporada por las células fue
medida utilizando orcinol (Heller y Hofer, 1975). Las concentraciones intracelulares de la
pentosa fueron determinadas como se indicé anteriormente (Determinaciones analiticas y
I a). Para cada concentracidn de azicar se graficaron las concentraciones intracelulares
medidas en funcion del tiempo. Se realizé la regresion lineal de los resultados y se determiné
las velocidades iniciales de transporte del azicar para cada concentracion de la misma. Los
parametros cinéticos, K1y Vnax, fueron calculados graficamente por el método de Eadie-
Hofstee. Este método consiste en graficar las velocidades inciales de transporte del azicar,
v (nmol azucar / min por mg de peso himedo de células) versus la velocidad inicial /

concentracion de substrato (v/S) de acuerdo a la ecuacion de Eadie-Hofstee:

V=- KT (V/S) + vmax

Donde de la estimacion grafica (regresion lineal) de la pendiente de la linea obtenida se
obtiene el valor de la constante media de saturacion, Ky y la interseccion con la ordenada (y),

corresponde al valor de la velocidad méaxima de transporte, Vpmay .
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b) Cinética de D-glucosa:

Este estudio se realizd con las tres cepas, crecidas en medio basal YEPD y en medio
YEPD + 2 M NaCl para las halotolerantes y 1,4 M para S. cerevisiae.

Los cultivos celulares fucron cosechados, lavados 2 veces con agua destilada* y
resuspendidos al 5% (p/v) en agua destilada*. Dichas suspensiones fueron aireadas con
agitacion magnética durante 3 horas. Luego, las células fueron cosechadas, lavadas una vez
mas con agua destilada* y centrifugadas. Del pellet se pesaron 800 mg de células (peso
humedo) que se mezclaron con 4 ml de agua destilada*. De esta suspension, se destind 1 ml
(2 muestras de 500 pl) para las mediciones de peso seco y los 3 ml restantes se dividieron en
dos volumenes iguales de 1,5 ml que se mezclaron, cada uno, con 1,5 ml de amortiguador
fosfato de potasio 100 mM*, pH 4,5 (para realizar el experimento por duplicado). La

suspension celular se preincubd a 30 °C con agitacion. Paralelamente, se prepararon tubos
Eppendorf, con 200 pl de solucion de tampon fosfato de potasio 100 mM*, pH 4,5 mas
D-glucosa, 2x respecto a la concentracion que se debia analizar, mas el compuesto radiactivo
D-[U-"*C]glucosa, 305 mCi/mmol (Amersham International plc, England). La incorporacion

del azicar fue medida 5 y 200 mM. Los tubos Eppendorf fueron preincubados en las mismas

condiciones de trabajo. Se realizé un experimento para cada concentracion de glucosa los que
comenzaron cuando se adicioné a cada Eppendorf 200 pl de la suspension celular.
Inmediatamente se tomo, de dicha mezcla de reaccidn, tres muestras de 100 pl cada

5 segundos las que se tranfirieron a tubos con 5 ml de tampén fosfato de potasio 50 mM*,

mantenidos a 0 °C. El contenido de cada tubo fue filtrado y lavado 2 veces con una solucion
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de glucosa fria, en tampén fosfato SO0 mM*, pH 4,5. La concentracion de glucosa fria fue
igual a la de glucosa radiactiva ensayada en cada oportunidad, con el propésito de eliminar
cualquier asociacion inespecifica de marca radiactiva con la membrana del filtro. Los filtros
se pusieron en viales que contenian 10 ml de solucién de centelleo (AQUALUMA, high
counting efficiency Isc cocktail, Lumac-Isc b.y., Groningen, The Netherlans). La
radiactividad se midid en un contador de centelleo liquido (Analizador de centelleo Packard
Tri-Carb 1600 CA). Las concentraciones intracelulares de glucosa fueron determinadas como
se indicd anteriormente (determinaciones analiticas). Las velocidades iniciales de transporte
se determinaron igual que con D-xilosa (item II a). Los parametros cinéticos, K1y Vax,
fueron calculados graficamente por el método de Eadie-Hofstee como se explic

anteriormente (item II a).

* Los lavados, suspensiones y mezclas de reaccion de los cultivos celulares crecidos en
medio hiperosmotico se llevaron a cabo con soluciones de NaCl de igual concentracion a la
del medio de cultivo. Sin embargo, en algunos casos, células de las dos cepas halotolerantes
crecidas en 2 M NaCl fueron sometidas, en la mezcla final de reaccion, a concentraciones

diferentes de NaCl (1,5 M 0 2,6 M segun el caso).

III) Efecto del NaCl sobre el transporte de monosacaridos

a) Cinética del transporte de D-glucosa en condiciones de estrés de sal:

Explicado en el item II b.
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b) Transporte de D-xilosa y 2-DG y consumo de D-glucosa en presencia de elevada
concentracion de NaCl:

Explicadoenel itemIaylc.

¢) Medicion del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno fue estudiado en D. hansenii y en HM92. Las células fueron
crecidas en medio basal YEPD y en YEPD + 2 M NaCl. Los cultivos se cosecharon y
lavaron 2 veces con agua destilada o con agua destilada mas diferentes concentraciones de
NaCl (1, 1,5 6 2 M). Finalmente la células se resuspendieron al 20% (p/v) en agua destilada,
manteniendo la concentracion salina utilizada en los lavados respectivos. Las suspensiones
fueron aireadas durante 4-5 horas a temperatura ambiente. Durante ese tiempo se tomaron
muestras de 25 pl. Cada muestra se transfirié a una camara que contenia 3,4 ml de tampén
fosfato de potasio S0 mM a 30 °C y con agitacion magnética. La respiracion se registré con
un electrodo de oxigeno tipo Clark. Primero se midio antes del agregado de azicar
(respiracion endogena) y luego se midid después de la adicion de glucosa (50 mM,
concentracion final).

El consumo especifico de oxigeno [nmol de O./mg (p.s)/min] se calcula a partir de:
1) las pendientes obtenidas con el graficador, 2) el valor de tabla correspondiente a la
concentracion de oxigeno disuelto para una dada temperatura ambiente y presion normal
(100% de oxigeno disuelto al iniciar cada ensayo) y 3) el valor de peso seco correspondiente

en cada caso.
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1V) Transporte acoplado de protones y 2-DG
a) Estequiometria H'/2-DG:

Cultivos celulares de D. hansenii y HM92 crecidos en medio YEPD, se trataron de la
misma forma que en el punto I de esta seccion hasta obtener suspensiones al 5% (p/v) de
células en agua destilada. Estas suspensiones fueron aireadas 16-22 h en agua destilada.
Luego se lavaron dos veces y se resuspendicron en agua destilada y se mantuvieron con
agitacion a temperatura ambiente 1 hora. Posteriormente se realizaron, a partir de cada
suspension celular, una serie de ensayos independientes. IEn cada uno se tom¢ 30 ml de
suspension y sc los transfirié a una camara con agitacion magnética. a 30 °C y se agrego
0,1 mM CaCl, a fin de estabilizar el electrodo de pH. El pH fue registrado continuamente por
un clectrodo conectado a un pHmetro PHM 62 (Radiometer, Copenague, Dinamarca). Luego
se adiciond una concentracion determinada de 2-DG (2, 5, 10, 15 y 20 mM) y se registraron
los cambios de pH de la suspension celular. La velocidad inicial de cambio de pH fue
extrapolada graficamente al tiempo de la adicion del azucar. La cantidad de protones
incorporada por las células se calculo luego de hacer la correccion respecto a la capacidad
amortiguadora de la suspension de levaduras. Esta correccion se realizo agregando una
cantidad conocida de HCI 10 mM.

Para medir la estcquiometria H/2-DG en cada ensayo sc¢ tomaron muestras de la
suspension celular a intervalos de tiempo durante las mediciones de pH. En estas muestras se
midio la velocidad inicial de incorporacion del azucar.

Por el método de Eadie-Holstee se determiné graficamente la constante media de

saturacion (Ky) y la velocidad maxima (V,,..) tanto para la incorporacion de H" como para
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la del azucar. Los valores de Vi, correspondientes fueron utilizados para el calculo de la

estequiometria del cotransporte H'/azucar.

b) Dependencia de las velocidades iniciales de influjo de la 2-DG respecto al pH de la
suspension de células:

Se hicieron suspensiones al 5% (p/v) en agua destilada (item I de esta seccion), de
D. hansenii y HM92 crecidas en medio YEPD. Las suspensiones se dividieron en S partes se
mezclaron con igual volumen de tampon fosfato de potasio 100 mM de un dado valor de pH
entre 5 y 7. Asi se obtuvieron, para cada cepa, 5 suspensiones de trabajo con diferentes
valores de pH. Estos ensayos se realizaron por triplicado.

Las suspensiones se colocaron en bafio a 30 'C, con agitacién. Los experimentos
iniciaban cuando se agregaba el isdtopo radiactivo 2-deoxi-D-[l-3H]glucosa (Amersham). La
concentracion inicial de azicar en la suspension fue de 10 mM para HM92 y de S0 mM para
D. hansenii. La incorporacion de 2-DG se analizé en muestras de 1 ml que se tomaron cada
1 minuto durante los 4 minutos iniciales del ensayo. Se midi6 la radiactividad intracelular y
se calculd la concentracion intracelular de 2-DG de la misma manera que se explico en el

item I a.
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RESULTADOS Y DISCUSION

I) Transporte de monosacaridos

a) Transporte de D-xilosa y 2-DG

En el estudio de transporte de monosacaridos se utilizaron tradicionalmente diversos
azucares no metabolizables como 2-deoxiglucosa, 6-deoxiglucosa, glucosamina y xilosa con
el fin de establecer los requerimientos basicos para el transporte (Novak et al., 1990;
Cartwright et al., 1989; Hofer & Kiinemund, 1984; Does & Bisson, 1990).

En S. cerevisiae la xilosa es transportada al interior de las células por los
transportadores de glucosa, aunque con menor afinidad (Does & Bisson, 1990; van Zyl et al.,
1993; Prior & Kétter, 1997). Considerando ademas que la xilosa se metaboliza muy
lentamente y es muy sencilla su medicion y cuantificacion se la eligié como substrato para
una primera caracterizacion del sistema de transporte de monosacaridos en las cepas en
estudio.

En S. cerevisiae los monosacéridos son transportados al interior de las células por
difusion facilitada por lo que no se acumulan intracelularmente (Lagunas, 1993). Lo mismo
se obscrvo aqui con respecto al transporte de xilosa. En la Figura 3.1a se observa que la
concentracion intracelular maxima del azucar (en el estado de equilibrio) no igual¢ la
concentracion externa y el transporte no fue inhibido con el agregado de DNP.

Contrariamente, D. hansenii y HM92 (Figuras 3.1b y c respectivamente) acumularon
xilosa intracelularmente. El nivel de acumulacion que alcanzo el hibrido fue el doble que el
de la cepa parental. Ademas, se observé que el transporte de la pentosa era dependiente del

aporte de energia metabdlica, pues el agregado del desacoplante 2, 4—dinitrofenol (DNP) a
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Figura 3.1: Transporte de D-xilosa en células de a) S. cerevisiae, b) D. hansenii'y
¢) HM92, crecidas en YEPD. Efecto del agregado de 10 mM DNP (m) y de
glucosa () sobre la captacion de xilosa. Control (m).




Capitulo 111

las células que ya tenian xilosa acumulada intracelularmente, indujo una completa liberacion

de la pentosa al medio extracelular, reduciendo asi el nivel del azicar acumulado a valores

inferiores al del equilibrio de difusion (Figuras 3.1by c).

Para comprobar si el transporte de glucosa poseia, en estas cepas, las mismas

caracteristicas que el de xilosa, se repitio el mismo tipo de experimento, pero midiendo el

transporte de 2-deoxi-D-glucosa (2-DG), analogo no metabolizable de la D-glucosa que, es

ademas lentamente fosforilado (Foury et al., 1977, Hofer & Nassar, 1987). Se utilizo 2-DG

20 +
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equilibrio de difusion

+ t + t —+ + + + 4
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equilibrio de difusion
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Figura 3.2: Transporte de 2-DG en células de a) D. hansenii y b) HM92,

crecidas en YEPD. Efecto del agregado de 10 mM DNP (m) sobre la

captacion de 2-DG. Control (m).
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debido a que la glucosa es rapidamente metabolizada, complicandose asi la caracterizacion
de su transporte. Se observé también, en ambas cepas, que el transporte de 2-DG fue
acumulativo y que cuando se agregdé DNP se indujo la liberacion del aziicar al exterior
celular. Se comprobé asi, la dependencia del aporte de energia metabolica para la realizacion
de dicho transporte (Figura 3.2ay b).

Cuando se estudio el transporte de xilosa comparandolo con distintas concentraciones
iniciales (entre 5 y 200 mM), se observd que la mayor acumulaciéon del azicar se alcanzo con
bajas concentraciones extracelulares pero disminuy6 rapidamente con concentraciones
crecientes de xilosa (Figura 3.3). Con concentraciones superiores a 100 mM de xilosa en
D. hansenii y 200 mM en HM92 el sistema no fue capaz siquiera de equilibrar las
concentraciones del azucar a ambos lados de 1a membrana cclular. La relacion entre
concentracion interna y concentracion externa del substrato (Si/S,) es una medida de la
eficiencia del sistema de transporte activo, la cual en si misma esta determinada por
diferencias en la afinidad del transportador en cada lado de la membrana y su movilidad en
cada direccion. Una caracteristica de la mayoria de los sistemas de transporte activo es que
esta relacion no es constante, sino que disminuye con concentraciones externas crecientes del
substrato. El valor de la relacion puede caer, ain por debajo del valor de unidad. El
mecanismo de este fendmeno no es muy claro, pero posiblemente se deba a las complejas
relaciones entre afinidades y movilidades del transportador en la region donde las

concentraciones de soluto, a ambos lados de la membrana, estan a niveles de saturacion

(Hofer, 1981). Kotik & Janacek (1975) propusieron, que podria tratarse de un mecanismo de

autorregulacion.



Cuando se agrego6 a
las células glucosa y xilosa
juntas (en concentraciones
iguales) se produjo una
completa inhibicién del
transporte de la pentosa. Este
comportamiento fue
observado en las tres cepas
(Figura 3.1a, b, y ¢) y podria
indicar que, en estas

levaduras, los dos azucares
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Figura 3.3: Acumulacion intracelular maxima de D-xilosa en
relacion a la concentracion externa de la pentosa. (W) S. cerevisiae;
(m) D. hansenii, (W) HM92 ; (m) difusion.

compiten por el mismo transportador. Esto esta demostrado en S. cerevisiae (Does & Bisson,

1990; van Zyl et al., 1993; Prior & Kotter, 1997) pero no asi en D. hansenii y, menos aun, en

la cepa HM92. Por esta razon se realizaron estudios de transporte de intercambio entre estos

monosacaridos durante la incorporacion de D-xilosa. También se estudio el efecto de la

pentosa y de la 2-DG sobre el consumo de D-glucosa:

b) Transporte de intercambio:

Es un fendmeno que se observa entre moléculas de dos substratos que son

transportados, por el mismo transportador, a través de la membrana plasmatica. La

competencia que se establece entre los substratos por el transportador es afectada por la

presencia del mismo en diferentes estados conformacionales y con distintas afinidades,
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dependiendo del lado de la membrana en que se encuentre ubicado. En este proceso,
moléculas de un substrato, cuyo transporte estaba previamente en estado de equilibrio, son
intercambiadas por las de otro. Un requerimiento necesario para que esto ocurra es que

ambos substratos sean transportados por el mismo transportador. El transporte de ambos
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Figura 3.4: Transporte de intercambio entre xilosa, glucosa y 2-DG., en
células de a) D. hansenii y b) HM92 con xilosa previamente acumulada en
su interior. (M) Control; (M) agua; (1) D-glucosa; (®) 2-DG.
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substratos, alcanza un nuevo estado de equilibrio en el cual la distribucion de ellos es
determinada por sus concentraciones relativas y sus afinidades en cada lado de la membrana,
por el transportador.

Cuando se agregd D-glucosa o 2-DG en la suspension de células de D. hansenii y de

a
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Figura 3.5: Transporte de intercambio entre xilosa, glucosa y 2-DG, en
células de a) D. hansenii y b) HM92 con 2-DG previamente acumulada en su
interior. (W) Control; (") agregado de 10 mM D-glucosa, (W) agregado de 25

mM D-xilosa.
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HMB92 con D-xilosa previamente acumulada en su interior, liberaron la pentosa
inmediatamente al medio extracelular (Figura 3.4a y b). Cuando el aztcar acumulado
intracelularmente fue 2-DG y se agregd D-xilosa a la suspension celular, no se produjo
transporte de intercambio entre ambos azucares. Sin embargo, la adicion de D-glucosa a la

suspension celular si indujo la liberacion de 2-DG acumulado intracelularmente (Figura 3.5a

y b).

¢) Alteracion del consumo de D-glucosa por la presencia de competidores:

El consumo de glucosa se estudio indirectamente, midiendo el remanente en el
sobrenadante, luego de la centrifugacion de las muestras. Para analizar directamente la
competencia de xilosa y 2-DG durante el transporte de glucosa, al inicio del experimento se
agregaron estos azucares en exceso conjuntamente con la glucosa. Este ensayo se llevo a
cabo con S. cerevisiae, D. hansenii y HM92 (Figura 3.6a, by ¢). En S. cerevisiae y en HM92
el consumo de D-glucosa no fue afectado por el agregado de D-xilosa. En D. hansenii, se
observoé un cierto retardo en el consumo de la glucosa. Sin embargo en las tres cepas, la

2-DG exhibi6 una competicion significativa con la D-glucosa por el sistema de transporte.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta parte del trabajo, se puede concluir

que D. hansenii y HM92, poseen al menos dos sistemas de transporte de monosacaridos, uno

que transporta tanto D-xilosa como D-glucosa y el otro especifico para hexosas.
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El sistema de transporte responsable de que el hibrido HM92 acumule ambos azicares
en contra del gradiente de concentracion provendria de la cepa parental D. hansenii (Figuras
3.4y 3.5). Ademas como también acumulé D-xilosa y 2-DG, este sistema de transporte
corresponderia a uno de tipo no especifico. Probablemente, las células de HM92 también
posean el sistema de difusion facilitada para glucosa de S. cerevisiae, porque ambas cepas

mostraron una similar falta de competicion entre D-xilosa y D-glucosa (Figura 3.6 b y ¢).

Nobre et al.(1999) encontraron en células de D. hansenii crecidas con glucosa, que
xilosa y glucosa compartian los mismos transportadores y que estos dos azicares eran
incorporados a las células por medio de difusion facilitada. En cambio, en células crecidas
con xilosa concluyeron que los azicares eran transportados activamente y por distintos
transportadores dado la falta de inhibicion mutua entre xilosa y glucosa. Los autores
destacaron ademads que estos sistemas activos eran represibles por glucosa puesto que no se
manifestaron en células crecidas con la hexosa. Contrariamente en esta tesis, se observo que
la glucosa era transportada activamente en células crecidas a expensas de este azicar. Sin
embargo, al momento de comparar resultados debe considerarse una diferencia de
metodologia entre ambos trabajos: En éste presente las células fueron aireadas (ayunadas)
durante aproximadamente 4 horas previo al inicio de cada ensayo, en cambio Nobre et al.
aparentemente no realizaron este paso. Posiblemente durante el tiempo de ayunado ocurrid la

induccion de los sistemas de transporte al quedar éstos libres de la represion por glucosa.
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IT) Cinética del transporte de D-xilosa y de D-glucosa

Se determino la cinética del transporte de D-glucosa y D-xilosa por medicion de la tasa
de incorporacion de los aziicares en un rango de concentracio entre 5 y 200 mM, a 30 °C.
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Figura 3.7: Variacion de la V,, en el transporte de D-xilosa en

funcion de la concentracion externa de xilosa. (W) D. hansenii;
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medias de saturacion (Kry)
(Tabla 3.1, Figura 3.7).

Sorprendentemente, el valor mas pequefio de K correspondié a HM92, lo que indica la

Tabla 3.1: Valores de K1 y Vyux €n el transporte de D-xilosa.

Kt (mM) Vimax (nmol/mg p.s./min
S. cerevisiae 168 £ 24 151
D. hansenii 21+3 10+1

Hibrido HM92 101 17+2
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existencia de un sistema de transporte para D-xilosa mas eficiente que el de las cepas

parentales.

b) Cinética de D-glucosa:

Se encontraron diferencias considerables entre las constantes medias de saturacion
(K7) de las tres cepas (Figura 3.8a) durante la incorporacion de D-glucosa. El valor de Kt de
HM?92 fue dos veces superior al Kt de S. cerevisiae y cuatro veces menor que el
correspondiente a ). hansenii. Esto indicaria que la cepa hibrida posee un sistema de
transporte de D-glucosa con una eficiencia intermedia comparado con el de las dos cepas
parentales.Se observo también que el menor valor de Vi, correspondié a HM92 (Figura
3.8b).

Comparando los valores de Kt obtenidos para glucosa y xilosa en las tres cepas se
podria decir que en S. cerevisiae el sistema de transporte, compartido por ambos azucares,
fue mucho mas eficiente cuando transportd xilosa. Sin embargo, D. hansenii y HM92
mostraron valores de Kt muy similares para los dos azicares.

Otra observacion interesante fue que, en las tres cepas, el transporte de D-glucosa
mostrd una cinética de tipo bifasica, con un componente de afinidad alta y uno de baja. Este
tipo de cinética ha sido descripta y discutida ampliamente para el transporte de hexosas en
S. cerevisiae (Bisson & Fraenkel, 1983 y 1984; Does & Bisson, 1989). Walsh ef al.(1994)
concluyeron que el sistema de incorporacion de glucosa en S. cerevisiage estaba compuesto
por diversas proteinas transportadoras que se expresaban en forma constitutiva pero que

podian cambiar de una forma de afinidad alta a otra de baja. El cambio de afinidad del
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Figura 3.8: Efecto del NaCl sobre la cinética de D-glucosa en D. hansenii,

S. cerevisiae y HM92. a) Variacion de los valores de la constante media de
saturacion, K, b) Variacion de los valores de la velocidad maxima de transporte,
Vmax. (®) Captacion de glucosa en medio sin NaCl por células crecidas en medio
basal YEPD; (m) Captacion de glucosa en medio con NaCl por células crecidas en
medio basal YEPD; (w) Captacion de glucosa en presencia de la misma
concentracion de NaCl que en el medio de crecimiento de las células.

En todos los casos la concentracion de NaCl utilizada fue 1,4 M para S. cerevisiae y
2 M para D. hansenii y HM92.

transportador ocurria en respuesta directa a los cambios de concentracion externa de glucosa
o indirectamente, a través de segundos mensajeros e implicando la unién de un efector.
En los altimos afios de han aislado una multitud de genes de proteinas transportadoras

de hexosas, genes HXT (Ciriacy & Reinfenberger, 1997). Estas proteinas tienen diferentes

136




Capitulo 111

afinidades y pueden expresarse potencialmente en forma simultanea. La expresion de los
genes HXT es regulada de diferentes y atin no bien conocidos modos, por la concentracion
externa de glucosa

Las dos pendientes observadas en el estudio de la cinética del transporte de glucosa
serian entonces, las resultantes de la expresion de varias proteinas transportadoras con

distintas afinidades por glucosa, en condiciones fisiologicas determinadas.

111) Efecto del NaCl sobre el transporte de monosacaridos
Los estudios descriptos anteriormente fueron llevados a cabo en ausencia de estrés
osmotico. Los ensayos siguientes se realizaron con agregado de NaCl para analizar el efecto

de la sal sobre el transporte de monosacaridos.

a) Cinética del transporte de D-glucosa en condiciones de estrés de sal:

Se estudio la cinética del transporte de D-glucosa en presencia de NaCl en las tres
cepas. Para las halotolerantes se usd concentraciones entre 1,5 a 2,6 M NaCl. Para
S. cerevisiae se uso la maxima concentracion de NaCl tolerada durante el crecimiento
(1,4 M NaCl). Para estudiar el transporte de D-glucosa en condiciones de estrés salino se
comparo la respuesta de células adaptadas durante el crecimiento a determinada
concentracion salina y de células no adaptadas y sometidas a un shock osmoético durante el
experimento de incorporacion del azucar (Figura 3.8).

El valor de Kt (Figura 3.8a) en las tres cepas fue mas alto en presencia de sal. Esta

diferencia fue mayor en células no adaptadas a alta concentracion de sal durante el
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crecimiento. Ademas, en células adaptadas, el valor de K se increment6 conforme al
aumento de concentracion de NaCl durante el experimento de incorporacion del azicar (1,5;
2y 2,6 M Na(l). El valor de V. mas alto (Figura 3.8b) correspondi6 a las células no

adaptadas y expuestas a alta concentracion de NaCl.

b) Transporte de D-xilosa, glucosa y 2-DG en presencia de elevada concentracion de
NaCl:

Cuando se agreg6 2 M NaCl a células de las levaduras halotolerantes, D. hansenii y
HMB92, crecidas en medio basal (YEPD), el transporte de D-xilosa fue inmediatamente
interrumpido. (Figura 3.9a y b). Cuando se agrego NaCl a células que ya estaban
incorporando xilosa (aproximadamente a los 30 minutos de inciado el experimento), la
pentosa fluyo rapidamente fuera de las células hasta alcanzar valores de concentracion
intracelular por debajo del de equilibrio de difusion. EI mismo comportamiento se observé en
S. cerevisiae (Figura 3.9c). Con el objeto de analizar si en células adaptadas a alta
concentracion de sal el transporte de xilosa se veia afectado, se repitié el mismo experimento
pero utilizando células de D. hansenii y HM92 crecidas en medio hiperosmético (YEPD +
2 M NaCl). Se mantuvo la misma concentracion salina durante los procesos de lavado,
aireacion, suspensiones en el amortiguador de trabajo y durante el ensayo de transporte. Ain
en estas células adaptadas al estrés osmotico el transporte de D-xilosa se vio inhibido (Figura
3.10a y b). Sin embargo, durante el experimento cuando la suspension celular fue lavada dos
veces con agua destilada con el objeto de eliminar la sal presente, el transporte de D-xilosa se
inicio inmediatamente (Figura 3.10a y b).
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Figura 3.9: Efecto del NaCl sobre el transporte de D-xilosa en células crecidas en YEPD.
a) D. hansenii, b) HM92 y ¢) §. cerevisiae. (®) Control; (®) NaCl agregado al inicio o a
los 30 minutos.
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Figura 3.10: Efecto del NaCl sobre el transporte de D-xilosa en células crecidas en
YEPD con 2M NaCl (células adaptadas). a) D. hansenii y b) HM92. (m) Control
(células adaptadas en presencia de 2M NaCl), (®) células lavadas.

Luego se analiz6 en las cepas halotolerantes el efecto del NaCl sobre el transporte de
glucosa y su analogo, 2-DG. Se repiti6 el mismo experimento realizado con xilosa pero
reemplazando la pentosa por la 2-DG (Figura 3.11). Se observo que el agregado de la sal

(2 M NaCl) a células libres de estrés que estaban incorporando 2-DG, produjo también la
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Figura 3.11: Efecto del NaCl en el transporte de 2-DG en células de a) D. hansenii y b) HM92
crecidas en YEPD (células no adaptadas) o en YEPD con 2M NaCl (células adaptadas). (&) Control
(células no adaptadas y en ausencia de NaCl); (m) 2M NaCl agregado al inicio o a los 30 minutos
(células no adaptadas); (W) células adaptadas, en presencia de 2M NaCl.
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inmediata liberacion del azicar al exterior celular (Figura 3.11a y b). El agregado de sal al
tiempo cero determiné una disminucion en la velocidad del transporte, pero éste, aunque mas
lento, se llevo a cabo. Cuando el experimento se realizo a partir de células adaptadas a alta
concentracion de sal, el comportamiento fue similar, hubo un retardo en el transporte de
2-DG pero no una inhibicion absoluta como en el caso del transporte de xilosa (Figura 3.11a
y b). Al medirse, el consumo de D-glucosa (por el método indirecto, o sea en el
sobrenadante) se observo una vez mas, que bajo condiciones de estrés osmotico el sistema de
transporte y toma del azicar sufre un cierto grado de inhibicion (Figura 3.12a y b). Sin
embargo, tanto en células no adaptadas como en adaptadas de D. hansenii y de HM92, la
glucosa fue tomada por las células, aunque mas lentamente, para ser finalmente consumida

en forma completa ain en presencia de alta concentracion de NaCl (Figura 3.12 y 3.13).

Con el fin de distinguir entre el efecto inhibitorio sobre el transporte de azicares del
NaCly el efecto osmotico en si, el NaCl fue reemplazado por benceno sulfonato de sodio o
por cloruro de colina. La porcidn aromatica de la molécula de cada uno de estos compuestos
no atraviesa la membrana celular pero si lo hacen los iones Na“ y CI respectivamente. De
esta manera, se puede analizar el efecto de los iones sodio y cloruro por separado, 1o que no
es posible realizar utilizando NaCl donde ambos iones estan presentes. Las sales se
agregaron en cantidad tal de obtener una concentracion final de 2M para cada ion, es decir,
igual a la de NaCl en los experimentos anteriores. Se estudié el consumo de glucosa en

presencia de estas dos sales en D. hansenii y HM92, crecidas en medio basal YEPD. Antes
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Figura 3.12: Efecto de 2M NaCl en el transporte de D-glucosa en células crecidas
en YEPD de a) D. hansenii y b) HM92. (1 ) Control (células no adaptadas y en
ausencia de NaCl); (@) 2M NaCl agregado al inicio o a los 30 minutos.
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Figura 3.13: Efecto del NaCl sobre el consumo de D-glucosa en cé€lulas de a) D. hansenii y
b) HM92, crecidas con 2M NaCl (células adaptadas). (@) Control (células adaptadas, en
presencia de 2M NaCl); (=) células lavadas.
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de comenzar el ensayo las células se resuspendieron en solucion acuosa y se airearon tres

horas. Como control, se analizé nuevamente el consumo de glucosa en presencia de 2M

NaCl y en ausencia de cualquiera de las tres sales mencionadas (Figura 3.14). Los resultados
\ mostraron que el ion Na' fue el principal ion responsable de la inhibicion del transporte de

glucosa ya que en su presencia el consumo de la hexosa sufrié una inhibicion semejante a la

25

[D-glucosale (mM)
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Figura 3.14: Efecto de los iones Na™ y CI en la captacion de glucosa en células
crecidas en YEPD de a) D. hansenii, b) HM92. (~) Control; (®) agregado de Na ,
(m) CI' o (m) NaCl.
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a cuando se agreg6 NaCl, siendo mas leve el efecto inhibitorio del ion CI" (Figura

3.14a y b). Se podria explicar este resultado considerando que el ion sodio es un catiéon y un

aumento

de su concentracion intracelular tiende a despolarizar a la membrana plasmatica,

que normalmente esta cargada negativamente por dentro y positivamente por fuera, alterando

en consecuencia el potencial de membrana (Ay). Si el potencial de membrana tuviera
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Figura 3.15: Efecto de diferentes cloruros en la captacion de glucosa en células
crecidas en YEPD de a) D. hansenii; b) HM92. (-*) Control; (&) NaCl; () CaCly;
(m) KCI; (w) MgCl,; (m) LiCl.
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participacion en la energizacion del transporte de azacares en estas dos levaduras, seria
16gico que su alteracion afectara en alguna medida dichos sistemas de transporte. Al
investigar el efecto de otros cationes sobre el transporte de glucosa en ambas cepas
halotolerantes, se encontr6 que los cationes bivalentes Ca’ " y Mg’ fueron los mas eficientes

inhibidores de dicho sistema de transporte seguidos por Na', Li' y K’ (Figura 3.15).

Se ha demostrado que el catién lipofilico Tetrafenilfosfonio (TPP") despolariza las
membranas plasmaticas celulares cuando es agregado en concentraciones milimolares (Hauer
& Hofer, 1978; Prasad & Hofer, 1986). Suspensiones celulares de D. hansenii y HM92
fueron puestas en presencia de 30 mM de TPP". Se estudié el transporte de D-xilosa y 2-DG
bajo estas condiciones (Figura 3.16 y 3.17 respectivamente). La concentracion de TPP
utilizada inhibi6 la acumulacion de ambos azicares. Cuando se agregdé TPP™ a células con
2-DG acumulada intracelularmente, se produjo la liberacion del azicar acumulado al exterior
celular (Figura 3.16 y 3.17). Hofer & Nassar (1987) observaron en Schizosaccharomyces
pombe que el efecto del TPP” es aiin mas pronunciado a pH 6,0 provocando una completa
inhibicién de 1a acumulacion del azicar o su total liberacion de las células que lo tenian
acumulado en su interior. A pH 4,5, como se usé en este trabajo, el efecto del TPP” sobre la
acumulacion de 2-DG fue mas leve pues a ese valor de pH es donde el gradiente
electroquimico del proton consiste principalmente del ApH (Hofer er al., 1985). A pH <4,5
se incrementa la difusion de H hacia adentro de las células conforme aumenta el gradiente

de pH a través de la membrana (Hofer & Kiinemund, 1984).
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Figura 3.16: Efecto del TPP" en el transporte de D-xilosa en células crecidas en medio basal YEPD.
a) D. hansenii ; b) HM92. El TPP" (m) fue agregado al inicio junto con la glucosa o a los
30 minutos de agregada la misma. Control sin agregado de TPP" (m).
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Figura 3.17: Efecto del TPP" en el transporte de 2-DG en células crecidas en medio
basal YEPD. a) D. hansenii ; b) HM92. El TPP" (m) fue agregado al inicio junto con la
2-DG (tiempo 0) o a los 30 minutos de agregada la misma. Control sin agregado de
TPP (m).
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La inhibicion de la acumulacion de aziicares por efecto del TPP' es una evidencia de
la participacion del potencial de membrana en la energizacion del transporte de azucares en
las dos cepas estudiadas.

La inhibicion del consumo de glucosa provocada por cationes también concuerda con
la conclusion anterior, puesto que altas concentraciones de cationes también despolarizan la

membrana plasmatica de levaduras.

¢) Consumo de oxigeno en células ayunadas de D. hansenii y HM92 en presencia y
ausencia de NaCl
La energia utilizada por el transporte activo es extremadamente dificil de medir pues

las células requieren, al mismo tiempo, energia para otros procesos metabélicos. El método
mas aceptado consiste en determinar el consumo adicional de oxigeno durante el desarrollo
del transporte de solutos (Hofer, 1981). Las suspensiones celulares son previamente aireadas
para permitir el equilibrio del oxigeno disuelto a la temperatura de trabajo. Luego, con un
electrodo de oxigeno, se registra en forma continua el consumo de oxigeno (o respiracion)
basal, es decir, antes del agregado del azicar. Finalmente, se registran las pendientes de
consumo de oxigeno al adicionar el azicar y se corrigen con respecto a los valores de
respiracion basal obtenidos con antelacion.
El objetivo de este estudio fue analizar:

Si las células al cabo de las 3 0 4 horas de aireacion y en ausencia de fuente de carbono

sufrian alguna deficiencia energética que pudiera alterar, en grado significativo, el

posterior transporte de solutos.
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- Si en presencia de altas concentraciones de NaCl las células exigian algan cambio de

balance energético durante el proceso de osmorregulacion.

El ensayo se realiz6 con D. hansenii y HM92, a partir de cultivos en medio basal YEPD y
en medio con NaCl. Las células se lavaron dos veces con agua destilada o con agua destilada
mas la correspondiente concentracion de NaCl, es decir, que se efectuaron lavados en
condiciones isotonicas respecto al medio de crecimiento. Las suspensiones se airearon 4

horas tiempo en el cual se midié la velocidad de consumo especifico de oxigeno (c.€.0).
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Figura 3.18: Velocidad de consumo especifico de oxigeno (c.e.0.) en células crecidas en YEPD
sin NaCl. D. hansenii (ay c ); HM92 (b y d). Sin agregado de NaCl al tampon de trabajo (a y b);
Agregado de 2 M NaCl al amortiguador de trabajo (c y d). (@) Consumo de oxigeno basal; ( )
consumo de oxigeno luego del agregado de glucosa.
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De acuerdo con los resultados obtenidos tanto para D. hansenii como para HM92, la
velocidad de c.e.o basal y luego del agregado de glucosa se mantuvo practicamente constante
durante las cuatro horas de aireacion y ayunado (Figura 3.18). Esto se observo tanto en
células adaptadas a alta concentracion de sal (Figura 3.19) como en células no expuestas a
estrés osmoético durante el crecimiento (Figuras 3.18). Se puede concluir que las células no
sufrieron un debilitamiento energético significativo durante el periodo previo al inicio de los

experimentos de transporte de solutos.
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Figura 3.19: Velocidad de consumo especifico de oxigeno (c.e.0.) en células crecidas en YEPD
+2 M NaCl. a) D. hansenii; b) HM92. (@) Consumo de oxigeno basal; ( ) consumo de oxigeno
luego del agregado de glucosa.

Como la velocidad de c.e.o se mantuvo constante durante el periodo de tiempo estudiado,
se calculo el promedio de las mediciones realizadas. Luego se compard los valores promedio
obtenidos en diferentes condiciones de estrés osmotico. En ausencia de sal se observo que los
valores de la velocidad de c.e.o en presencia de glucosa fueron muy similares para células no
adaptadas osmoticamente de D. hansenii y HM92 (22,4 y 21,6 nmol O,/mg p.s./min

respectivamente, Figura 3.20a y b). También para ambas levaduras se observo que en células
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no adaptadas a altas concentraciones de sal durante el crecimiento, el c.e.o en presencia de
glucosa (Figura 3.20a y b) disminuyd conforme aumento la concentracion de NaCl en el
amortiguador de trabajo. Por otra parte, cabe destacar que en células adaptadas (crecidas en
2 M de NaCl) el c.e.o observado en presencia de glucosa y de 2 M de NaCl (Figura 3.20a y
b) fue mayor que el registrado cuando la misma concentracién de sal fue agregada a células
no adaptadas (Figura 3.20a y b).

La disminucion de la velocidad de consumo de oxigeno observada en presencia de
glucosa y de sal se deberia a dos factores: a) el efecto inhibitorio ejercido por la sal en el
transporte de glucosa (como se mostré anteriormente en este capitulo, Figuras 3.11,3.12y
3.13) determinaria que su incorporacion a la célula sea mas lenta limitando la disponibilidad
del azicar como substrato respirable. b) Las condiciones de estrés de sal desviarian el
metabolismo de la glucosa hacia la produccion de glicerol en células crecidas en medio con
glucosa, o inducirian la retencion de glicerol (Neves et al., 1997) cuando éste es la tnica
fuente de carbono y energia. Como ya se menciond anteriormente el glicerol producido y
acumulado intracelularmente permite equilibrar osméticamente el medio interno celular con
el medio externo (hiperosmotico) al mismo tiempo que actia como osmoprotector de
enzimas y estructuras celulares.

Teniendo en cuenta que aun en células osmoticamente adaptadas, el transporte de la
glucosa en presencia de elevada concentracion de sal fue similar al de células sometidas a
shock osmotico (Figuras 3.11 y 3.13), el efecto diferente del NaCl observado sobre 1a

velocidad de c.e.o0. en estos dos tipos de células se deberia a que las crecidas en presencia de
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Figura 3.20: Velocidad de consumo especifico de oxigeno (c.e.0.) en presencia de
glucosa y de distintas concentraciones de NaCl (m OM; m 1M; ®m 1,5M;  2M) en células
crecidas en YEPD sin sal y en (®) células crecidas en YEPD + 2 M NaCl (con 2 M NaCl
en el amortiguador de trabajo). a) D. hansenii, b) HM92.

alta concentracion de sal tuvieron elevadas cantidades de glicerol acumuladas
intracelularmente y por lo tanto desviaron una menor proporcion del metabolismo de la

glucosa hacia la produccion de este poliol.
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Neves ef al.(1997) observaron también en D. hansenii el efecto inhibitorio de cantidades
crecientes de NaCl o KCl sobre las velocidades de ¢.e.0. y fermentacion de la glucosa en
células crecidas en glucosa y en ausencia de sal en el medio. Los mismos autores encontraron
que en células osmoticamente adaptadas (células crecidas en glucosa en la presencia de

0,5-3 M NaCl o KCl y lavadas luego en forma isotonica con el medio de crecimiento) el
efecto de alta concentracion de sal sobre la velocidad de c.e.o. era menos pronunciado que el
observado en células no adaptadas. Como puede observarse, estos resultados concuerdan con

los presentados en este trabajo.

1V) Analisis del mecanismo de transporte activo de glucosa, en las dos cepas

halotolerantes: Evidencia de cotransporte H'/glucosa.

El transporte de azicares a través de la membrana plasmatica de células de levaduras,
se ha estudiado en pocas especies (Hofer & Nassar, 1987). En la mayoria de los sistemas de
transporte analizados, 1a fuerza impulsora del transporte de azicar es el gradiente
electroquimico de protones, Apyy., generado por una H'-ATPasa unida a la membrana
plasmatica (Goffeau & Boutry, 1986). Las moléculas de azicar son translocadas a través de
la membrana en cotransporte con protones.

En esta tesis se determino si el transporte activo de la glucosa en D. hansenii 'y en
HM92, correspondia al tipo de sistema de cotransporte azucar/H'. Se tuvieron en cuenta los
distintos parametros que caracterizan a este tipo de transporte, evaluando su manifestacion en

los modelos en estudio. Los ensayos se realizaron a partir de cultivos con medio basal YEPD,
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utilizando suspensiones celulares no amortiguadas, previamente aireadas durante varias
horas. Se eligi6 la 2-DG como substrato de transporte para realizar la caracterizacion del
sistema de transporte de la glucosa ya que se demostrd en ensayos anteriores que la glucosa y
la 2-DG eran translocados al interior de las células por un mismo transportador (Figura 3.4 y
3.5) y que el analogo de la glucosa era acumulado intracelularmente (Figura 3.4).

Cuando se agregaron distintas concentraciones de 2-DG a suspensiones celulares de
HMO92 no amortiguadas, el transporte de dicho azicar fue acompaiiado de una marcada
alcalinizacion de las suspensiones. Esto puso en evidencia el cotransporte de protones

inducido por el 2-DG (Figura 3.21).

6,01

2-DOG

Figura 3.21: Alcalinizacion de las suspensiones celulares de HM92 por el agregado de
diferentes concentraciones de 2-DG (@2 mM, m 5 mM; ® 10 mM; = 15 mM; m 20 mM).
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A partir de la pendiente de variacion de pH obtenida para cada concentracion de 2-DG
se calculd la velocidad inicial de consumo de H'. Cuando se graficé las velocidades iniciales
del transporte de protones (v;) en funcion de la relacion de dichos valores y los
correspondientes reciprocos de las concentraciones de 2-DG (v;/S) (Figura 3.22c y d) se
calculd, por ajuste lineal, una constante media de saturacion, Kt(H'), S veces mas baja que \a

obtenida para el transporte de 2-DG [Ky(H ') = 1 mM, K1 (2-DG) = 6 mM]. Sin embargo, el
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Figura 3.22: Cotransporte de protones inducido por 2-DG: Variacion de los valores de velocidades
iniciales de transporte, v;, de a) protones y b) 2-DG en funcion de la concentracion externa de 2-DG.
Calculo de los valores de Kty Vmay para c) protones y d) 2-DG en relacion a la concentracion externa
de 2-DG (graficos de Eady-Hofstee).
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calculo y comparacion de las velocidades maximas de transporte para 2-DG y para los
protones [Vmax (2-DG) y Vinax (H")] revelaron una estequiometria de cotransporte H/2-DG
de 1,0 (Figura 3.22 c y d). La significancia fisioldgica de esta relacion estequiométrica
hallada es la evidencia del flujo acoplado de protones con el del soluto transportado, 2-DG.

Se concluy6 que el sistema de transporte de glucosa en la cepa HM92 es del tipo
cotransporte H'/azucar ya que el transporte de 2-DG indujo una estequiometria de
cotransporte de protones igual a la unidad y que la ocurrencia de dicho transporte fue
dependiente del potencial de membrana (efecto del TPP™ sobre la acumulacion del 2-DG,
Figura 3.19).

Los mecanismos de cotransporte con H' muestran una dependencia caracteristica de
las velocidades de transporte respecto a los valores de pH externos (Hofer & Nassar, 1987).
En la Figura 3.23a se muestra el efecto que tuvo, en células de HM92, el pH extracelular
(entre 5y 7) sobre el influjo de 2-DG (10 mM). A valores crecientes de pH extracelular
(pH,), disminuye la velocidad de transporte del soluto. Para el transportador unido a
membrana es posible calcular, a una dada concentracion de substrato (preferentemente en el
nivel de su valor de K1), la constante media aparente de saturacion con protones, pK,, por la
dependencia de la velocidad de transporte respecto al pH,. En estas condiciones, la
disminucion de la velocidad inicial de transporte de monosacaridos (v;) por el incremento del
pH,, se toma como una medida de la porcion de moléculas del transportador que se protonan
en el lado externo de la membrana plasmatica. A la mitad de l1a velocidad maxima el 50% de
las moléculas del transportador se encuentran en la forma desprotonada y consecuentemente,

ese pH, corresponde al pK, del transportador. Por lo tanto, graficando las v; de incorporacion
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Figura 3.23: a) Dependencia de los velocidades iniciales de transporte respecto de los valores

de pH externos. b) Grafico de Eady-Hofstee de las velocidades de captacion de 2-DG en

relacion a la concentracion de protones. Calculo del valor de pKa (constante media de

saturacion con protones).
del azacar en funcion de la relacion vi/S (S = [H ]) (Figura 3.23 b, grafico de Eadie-Hofstee),
se calcula por regresion lineal el valor de K para protones y a partir de ese valor se obtiene

el de pK,. Asi se calculd (para una concentracion de 2-DG =10 mM) una constante media de

saturacion aparente del carrier con protones de 0,9 x 107 M (pK, = 7,05) (Figura 18b). Dicho
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valor de pK, concuerda con el calculado por otros autores en otras levaduras como S. pombe,
pK. = 7,0 (Hofer & Nassar, 1987), R. glutinis, pK, = 6,7 (Hofer & Misra, 1978) o para el alga

verde Chlorella vulgaris, pK, = 6,9 (Komor & Tanner, 1974).

Los mismos experimentos se realizaron con D. hansenii. Se observo también la
alcalinizacion de las suspensiones celulares no amortiguadas inmediatamente después del
agregado de 2-DG. Sin embargo, no fue posible calcular una estequiometria razonable del
co-transporte H'/2-DG. Ademas, en esta cepa el transporte de 2-DG no mostré la

dependencia caracteristica de la velocidad de transporte respecto al pH.

Mientras el transporte acoplado con protones puede ser facilmente demostrado en
ciertas levaduras, se conocen también casos en los que han fallado los intentos de demostrar
este fenomeno. Lambert et al. (1987), analizando el transporte de solutos en varias especies
de levaduras, llegaron a la conclusion que en aquellas levaduras que poseen una pared celular
con alta capacidad para el intercambio de cationes, la demostracion del co-transporte de H”
es extremadamente dificil ya que dicho intercambio de cationes puede enmascarar las
mediciones de los flujos de H'. Por otra parte Nobre ef al. (1999) pudieron detectar en
D. hansenii ¢l cotransporte de protones acompaiiando la incorporacion a las células de
glucosa y xilosa pero s6lo en presencia de sal. Propusieron que la presencia de sal
determinaria indirectamente variaciones significativas en la fuerza motora del proton, las
cuales serian criticas para la deteccion de la incorporacion de protones. También encontraron

que el ayunado de las células inducia gradualmente el sistema H'/symport de glucosa y que
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la transferencia de un medio con glucosa a otro con xilosa como fuente de carbono conducia
a la aparicion del sistema H /symport de xilosa y de glucosa, concluyendo que el sistema
H /symport de glucosa era represible por la misma hexosa y que el de xilosa requeria
induccion por el substrato.

Es posible que alguna caracteristica similar a las descriptas por los autores
mencionados o alguna otra particularidad fisioldgica o estructural de las células de
D. hansenii, hayan impedido establecer en este trabajo, los parametros caracteristicos del
sistema H'/symport de transporte de azicares. De todas maneras, la existencia del sistema de
cotransporte H'/azicar en células de HM92 es una prueba indirecta de su existencia también
en la cepa parental D. hansenii, teniendo en cuenta que S. cerevisiae, 1a otra cepa parental, no

presenta un sistema de tipo activo para el transporte de azicares.
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Capitulo 1V

CAPITULO IV

TRANSPORTE DE GLICEROL

Debaryomyces hansenii produce glicerol y arabitol (Adler & Gustafsson, 1980,
Capitulo 11). El principal poliol que se sintetiza durante el crecimiento en medio basal es
arabitol. A medida que baja la actividad de agua del medio, se produce un incremento en la
produccién de glicerol. La dinamica de la produccion de los dos polioles durante el
crecimiento en medio con sal esta relacionada con la fase de crecimiento. Asi el glicerol
predomina durante la fase exponencial, mientras que la formacion de arabitol prevalece
cuando el cultivo llega a la fase estacionaria (Adler & Gustafsson, 1980). El arabitol se
produce a partir de uno de los intermediarios en la via de las pentosas fosfato, la ribulosa
5-fosfato (Spencer & Spencer, 1978). El glicerol sintetizado previamente es metabolizado
concomitantemente con la sintesis de arabitol y practicamente desaparece del cultivo. Parte
del glicerol que es asimilado en la fase exponencial tardia, sirve como substrato para la
produccion de arabitol (Adler & Gustafsson, 1980).

La produccion de glicerol en S. cerevisiae es similar a la de 1. hansenii, puesto que
esta relacionada tanto a la fase de crecimiento como al potencial de agua del medio (Larsson
& Gustafsson, 1987). Tanto D. hansenii como S. cerevisiae desvian una parte considerable
de la glucosa consumida a la produccién de glicerol como una respuesta de adaptacion al

crecimiento en medios con bajos potenciales de agua.
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Se ha propuesto para ambas levaduras, que la sintesis de glicerol ocurre a través de la
reduccion de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en glicerol 3-fosfato (G3P) por la enzima
citoplasmatica sn-glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) y la subsecuente
defosforilacion, por una fosfatasa especifica o inespecifica, en glicerol (Adler er al, 1985).
Para la formacion de glicerol es necesaria una concentracion equimolecular de NADH
cuando se produce la reduccion de DHAP a G3P.

En S. cerevisiae la actividad especifica de la enzima GPDH es inducida por
incremento de la salinidad. Sin embargo, no se observa aumento de actividad cuando se
bloquea la sintesis de proteinas por el agregado de cicloheximida. Esto indica que el aumento
de actividad especifica refleja una sintesis de novo de GPDH y no representa una
modificacion de proteinas preexistentes. Mediante analisis de inmunoblot se verifico que
existe una relacion directa entre la actividad especifica de GPDH y la cantidad de moléculas
de GPDH (Blomberg, 1988). En D). hansenii la actividad especifica de la enzima GPDH
también se incrementa en presencia de sal en el medio, aunque este incremento es mucho
menor al observado en S. cerevisiae. En medio con 0,7 M NaCl la velocidad de produccion
de glicerol de esta levadura es 5 veces mas alta que los valores correspondientes a
D. hansenii (Blomberg, 1988; André ef al., 1988b).

En D. hansenii la principal (o tal vez la exclusiva) ruta catabdlica del glicerol es la del
G3P que involucra la enzima glicerol kinasa (GK) que cataliza la conversion de glicerol a
glicerol 3-P y la enzima mitocondrial G3P deshidrogenasa, que convierte el G3P en

dihidroxi-acetona fosfato (DHAP) (Blomberg, 1988).
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Los polioles atraviesan las membranas biologicas por difusion pasiva debido a su
naturaleza lipofilica. Sin embargo, en respuesta al estrés osmético, las células de vanos
organismos retienen intracelularmente diferentes proporciones de estos compuestos
producidos, en particular de glicerol. Dos factores estarian implicados en la capacidad de las
células de retener glicerol (Blomberg, 1988; Blomberg & Adler, 1989). En primer lugar la
deshidratacion osmotica per se, pareceria regular la permeabilidad de las membranas al
glicerol. Asi, la cantidad de glicerol acumulado podria estar parcialmente determinada por
cambios en la permeabilidad de la membrana plasmatica al poliol. Un segundo factor
suplementario o alternativo, en la regulacion de los niveles intracelulares de glicerol es la
existencia de sistemas de transporte activos, como se ha demostrado para Z. rouxii,

D. hansenii, P. sorbitophilay S. cerevisiae (van Zyl et al., 1990; Lucas et al., 1990; Lages

& Lucas, 1995; Lages & Lucas, 1997).

OBJETIVOS

e Analizar el transporte de glicerol y su posible alteracion en presencia de NaCl en
S. cerevisiae, 1. hansenii y en HM92.
e Comparar el crecimiento de estas levaduras en medios con distinta osmolaridad segun la

fuente de carbono utilizada: glucosa o glicerol.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas:

S. cerevisiae UCD-522 (Montrachet) (levadura de vino)
D. hansenii NRRL Y-7393

Hibrido HM92

Medios de cultivo:

YEPD (a): 10 g/l extracto de levadura, 20 g/l peptona y 20g/1 glucosa
YEPD + 0,5 (b), + 1 (¢), + 2 M NaCl (d).

YEPG (e): 10 g/l extracto de levadura, 20 g/l peptona y 2% (v/v) glicerol

YEPG + 0,5 (f), + 1 (g), + 2 M NaCl (h).

Determinaciones analiticas:
Concentracion celular en ensayo de cinética de crecimiento: Se determiné midiendo la
absorbancia a 620 nm.
Biomasa en ensayo de icorporacion de glicerol: Se determiné por filtracion de 1 ml de
la suspension celular de trabajo. Las células se lavaron 2 veces con agua destilada y se
secaron 12 h a 120 °C. Se peso en balanza analitica. Se realiz6 por triplicado
Contenido intracelular de glicerol radiactivo: Los filtros con los pellets celulares se
sumergieron, para su disolucion, en viales plasticos que contenian 10 ml de solucion de
centelleo (AQUALUMA, high countine efficiency Isc cocktail, Lumac-Isc b.y.,
Groningen, The Netherlans) y la radiactividad se midié en un contador de centelleo
liquido (Analizador de centelleo Packard Tri-Carb 1600CA) (Héfer, 1989).
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dpm
Si=
Aex 2 xps

S; : Concentracion intracelular de glicerol (mM )
dpm : desintegraciones por minuto
Ae : Actividad especifica (dpm/nmol de glicerol)

2: proporcion del contenido de agua intracelular por unidad de peso seco celular en pl mg’

PS : Peso seco en mg

Cinética de crecimiento: Se realizo en Erlenmeyers de 250 ml, con 25 ml de los medios de
cultivo a, b, ¢, d, e, f, g 6 h. Los frascos se inocularon con 5 x 10° células mi™" a partir de
precultivos de YEPD en fase exponencial y se incubaron a 30 °C en un agitador a 200 rpm.

Se sacaron muestras periddicamente.

Incorporacion de glicerol: Se realizaron cultivos de S. cerevisiae, D. hansenii y HM92 en
los medios a, ¢, d, e, g segiin correspondid. Las células se cosecharon por centrifugacion
(5000 g, 10 min) en fase exponencial tardia de crecimiento, se lavaron dos veces con agua
destilada helada y se resuspendieron al 5% (p/v) en agua destilada helada. Luego, 1a solucién
acuosa resultante se mezclo en partes iguales con amortiguador fosfato de potasio (KH, PO,)
100 mM, pH 4.5, y se obtuvo una suspencion celular con una concentracion final aproximada
de 5 mg peso seco/ml. Cuando se trabajé con células que crecieron en presencia de sal, se
uso una solucion de dicha sal de igual concentracion a la que tenian en el medio, para los
lavados y suspensiones celulares. De esta forma se mantuvo a las células en presencia de una
concentracion constante de NaCl durante todo el experimento. De cada suspension de trabajo

se tomaron fracciones de 15 ml que se incubaron a 30 °C en agitador mecanico (50 rpm).
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Algunas se preincubaron durante 2 minutos con 10 mM del desacoplante 2,4-dinitrofenol
(DNP) 0 con 0,5, 1 0 2 M NaCl. Cuando se inici6 el experimento se agregd U '*C glicerol
(Amersham, 149 mCi/mmol, solucion acuosa de etanol 50% v/v). La concentracion inicial de
glicerol fue de 10 mM. Se tomaron periddicamente, muestras de 1 ml durante 70 minutos.
Estas muestras se filtraron en membranas de 0,8 um. La incorporacion de glicerol se
determiné midiendo la radiactividad intracelular como se explica en determinaciones

analiticas.

RESULTADOS Y DISCUSION

1) Transporte de glicerol al interior de las células en presencia o ausencia de
estrés osmotico:

Se cosecharon células de S. cerevisiae crecidas en YEPD y YEPD + 1M NaCl, en fase
exponencial tardia y se estudié la incorporacion de glicerol radiactivo (Figura 4.1). Las
células crecidas en el medio sin sal (Figura 4.1 a) acumularon glicerol en contra del gradiente
de concentracion hasta un valor que fue el correspondiente a 3 veces el del equilibrio de

difusion (10 mM). El agregado de DNP previno la acumulacion de glicerol radiactivo en el

interior de las células. La accion del DNP indicé la dependencia del ApH y el potencial de

membrana (Ay) en el transporte de este soluto. Cuando se agregé al comienzo del

experimento 1 M NaCl, se inhibi6 la acumulacion de glicerol alcanzandose el equilibrio de

concentraciones.
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De la misma manera fueron estudiadas las células crecidas en YEPD + 1 M NaCl.
Como se puede observar (Figura 4.1 a), las células acumularon glicerol 30 veces el valor de

equilibrio, pero esta acumulacion fue inhibida totalmente por el agregado de DNP.
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Figura 4.1: Incorporacion de glicerol radiactivo por células de S. cerevisiae crecidas a) en
YEPD o b) en YEPG, (0) sin NaCl (células no adaptadas) o (®) con 1M NaCl (células
adaptadas). Agregado al inicio del ensayo de: (@) 1M NaCl a células no adaptadas; (m) DNP
a células no adaptadas; (0)) DNP a células adaptadas.
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Los ensayos anteriores se repitieron pero con cultivos de S. cerevisiae realizados en
YEPG y en YEPG + 1 M NaCl. De acuerdo a los resultados obtenidos, se observé que en
ausencia de sal las células crecidas en YEPG (Figura 4.1 b) acumularon 5 veces mas glicerol
que aquellas células crecidas en glucosa (15 veces mayor que el valor correspondiente al
equilibrio de difusion). Al agregarse 1 M NaCl al comienzo del experimento, con células no
adaptadas y a diferencia de lo ocurrido en YEPD, hubo acumulacion de glicerol, aunque ésta
acumulacion fue la mitad de la observada en ausencia de sal (Figura 4.1 b). Sin embargo,
como consecuencia del estrés osmético al que fueron sometidas las células, éstas podrian
haber sufrido alteracion del potencial de membrana y una fuerte deshidratacion inicial, con la
consiguiente reduccion del volumen celular y el inicio de un periodo de adaptacion a las
nuevas condiciones (Morales y colaboradores, 1990). Asi los valores calculados de
concentracion interna de glicerol estarian subestimados por haberse considerado un volumen
celular mayor. Lages & Lucas (1997) midieron en células de S. cerevisiae una caida del
volumen celular de mas de la mitad (62,5%) del valor obtenido en ausencia de sal luego de
agregar 1M de NaCl. Si se tomara en cuenta esta diferencia para corregir el valor de volumen
intracelular en presencia de 1 M NaCl y se volvieran a calcular los datos de glicerol
acumulado, se concluiria que las células en condiciones de estrés por el agregado de
1 M NaCl acumularon mas glicerol que en ausencia de sal. La acumulacion del poliol en
presencia de 1 M NaCl en células adaptadas, crecidas en YEPG + 1 M NaCl (Figura 4.1 b),
fue similar a la observada para células crecidas en YEPD + 1 M NaCl (Figura 4.1 a).

La adicion de DNP a células crecidas con glicerol como fuente de carbono, inhibid la
acumulacion del poliol (Figura 4.1 b). Sutherland ef al. (1997) y Lages & Lucas (1997)

172



Capitulo 1V

describieron el mismo efecto en células de S. cerevisiae crecidas en YEPG, o sea que el
agregado de DNP inhibié la acumulacion del poliol.

La diferencia que se observo en la acumulacion de glicerol entre las células crecidas
en glucosa y las crecidas en glicerol (5 veces superior en las altimas) podria deberse a la
presencia de un sistema de transporte activo de glicerol (de alta afinidad) en S. cerevisiae,
inducido durante el crecimiento en glicerol. Segun estudios realizados por otros autores
(Lages & Lucas, 1997 y Sutherland er al., 1997), en S. cerevisiae existirian dos sistemas de
transporte para glicerol. Uno de baja afinidad, probablemente difusion facilitada, presente en
células crecidas en glucosa y otro de alta afinidad, cotransporte H -glicerol, inducido por el
crecimiento en substratos gluconeogénicos (glicerol, etanol, acetato). Posiblemente este
ultimo sistema no esté involucrado directamente en la osmorregulacion pero tenga una
funcion metabolica ya que es inducido por el cambio de glucélis a gluconeogénesis
(Sutherland er al., 1997). Esto explicaria las diferencias observadas en este trabajo en la
acumulacion de glicerol cuando el crecimiento se realizo sin sal y con dos substratos
diferentes, glicerol y glucosa. En las células crecidas en YEPD funcionaria el sistema de
difusion facilitada y por eso el maximo de glicerol acumulado no estuvo tan alejado del valor
de equilibrio de difusion. Por otra parte, en células que crecieron en glicerol predominaria el
sistema activo que habria sido inducido por el substrato (glicerol) durante el crecimiento,
explicandose asi que el glicerol se haya acumulado en contra del gradiente de concentracion.

Segun Lages & Lucas (1997) en S. cerevisiae el sistema activo de toma de glicerol es

represible por glucosa pero la desrepresion por si sola no seria suficiente para que aparezca
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actividad de transporte, sino que seria necesario el crecimiento sobre substratos
gluconeogénicos como Unica fuente de carbono. Si se considera entonces, que en
S. cerevisiae el sistema activo de toma de glicerol es inducible por el propio substrato y que
en células adaptadas a alta concentracion de sal hubiera una produccion endégena
incrementada de glicerol para restablecer el balance osmdtico con el medio externo (Larsson
& Gustafsson, 1987; Blomberg, 1988), y una liberacion del mismo al exterior de las células
por la reducida capacidad de retencion (Brown, 1978), esta concentracion creciente de
glicerol podria inducir a la vez, a su propio sistema de transporte. En células crecidas en
YEPD + 1 M Na(l la induccion tendria lugar, posiblemente, luego de consumida toda la
glucosa, es decir, al quedar el sistema liberado de la represion por el azicar y el cultivo a
expensas del consumo del glicerol producido. Por eso, ante el agregado externo de glicerol
durante el experimento, estas células con su sistema de transporte ya inducido, son capaces
de transportar el glicerol radiactivo inmediatamente al entrar en contacto con él,
acumulandolo en contra del gradiente de concentracion (Figura 4.1 a).

Lages & Lucas (1997), estudiando la incorporacion de glicerol radiactivo en células de
S. cerevisiae, no encontraron una correlacion directa entre la concentracion de sal externa y
el valor maximo de glicerol acumulado. Sin embargo, al agregar glicerol frio o CCCP
(desacoplante), las células liberaron al medio el glicerol radiactivo acumulado en proporcion
directa a la concentracion externa de NaCl presente en cada caso. Esto sugeriria que la
adaptacion al estrés osmotico durante el experimento no involucro al sistema de transporte de
glicerol pero si indujo la inhibicion de su consumo. Estos resultados concuerdan con otros
citados en la bibliografia que sugieren que la via del glicerol-3-fosfato en S. cerevisise estaria
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regulada osmoticamente por control en dos niveles, la enzima glicerol-3P-deshidrogenasa,
activada bajo estrés osmético (Blomberg & Adler, 1989; Albertyn er al., 1994) y la glicerol
kinasa, inhibida bajo estrés osmético (Albertyn ef al., 1994; Blomberg, 1997).

A partir del trabajo de Luyten er al. (1995) existe una evidencia molecular del sistema
de transporte de glicerol que poseen las células de S. cerevisiae crecidas en medio con
glucosa ya que estos autores encontraron actividad de una permeasa en estas condiciones.
Existe una alta homologia entre el gen FPS1 correspondiente a esta enzima y el gen del
facilitador para glicerol de E. coli, llamado GlpF, estando ambos incluidos en la famila MIP
de las proteinas de canal (Luyten ef al., 1995; van Os et al., 1994). La estructura molecular
de la proteina Fps1 y las similitudes que tiene con la proteina facilitadora para glicerol de
E. coli (Luyten et al. 1995), sugieren un tipo de transporte mediado diferente al de

cotransporte.

Con la cepa parental D. hansenii 'y con el hibrido HM92 se realizaron experimentos en
las mismas condiciones utilizadas para S. cerevisiae. Las células desarrolladas en medio
YEPD con y sin el agregado de distintas concentraciones de NaCl, se cosecharon en fase de
crecimiento exponencial media o tardia. También se trabajo con células de HM92 crecidas en
medio YEPG. Luego se estudio la incorporacion de glicerol radiactivo.

En ambas cepas (Figura 4.2 a y b) se observo que células crecidas en YEPD sin sal
acumulaban glicerol en contra del gradiente de concentracion. . hansenii (Figura 4.2 a), al
cabo de 70 minutos, se acumuld 12 veces mas glicerol que el valor del equilibrio de difusion

(10 mM). HM92 (Figura 4.2 b), en ese tiempo, acumuld 40 veces dicho valor. Se observo de
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igual manera, que células de HM92 desarrolladas en YEPG acumularon la misma
concentracion de glicerol que en el ensayo anterior.

Cuando se agrego 2 M NaCl al comienzo del experimento, las células de ambas

sticerolli mM

G

[

Tiempo (min)

Figura 4.2: Incorporacion de glicerol radiactivo por células de a) D. hansenii y b) HM92
crecidas en YEPD, (00) sin NaCl (células no adaptadas) o (®) con 1M NaCl (células adaptadas).
Agregado al inicio del ensayo de: (®) 1M NaCl a células no adaptadas; () 10 mM DNP a
células no adaptadas; (0) 10 mM DNP a células adaptadas. (@) Células de HM92 crecidas en
YEPG sin NaCl (células no adaptadas).
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levaduras acumularon glicerol pero en forma mas lenta y alcanzando valores de
concentracion interna significativamente menores que cuando no se agregé la sal. Con la
adicion de 0,5 M NaCl, las células acumularon mas glicerol que en ausencia de la sal. Como
se menciond antes, otros autores (Lucas ef al., 1990) encontraron en 1. hansenii evidencia de
la existencia de un sistema activo y constitutivo de transporte de glicerol, Na -glicerol
symport, el cual mantiene un gradiente de glicerol como una funcion del gradiente de Na'.
Ademas éste puede aceptar K' como co-substrato cuando la concentracion de Na' es lo
suficientemente baja. Asi se explicaria lo observado en el presente trabajo, que ain en
ausencia de NaCl las células de D). hansenii (Figura 4.2 a) y también las del hibrido (Figura
4.2 b), transportaron y acumularon glicerol en contra del gradiente de concentracion. Se
puede considerar, que el glicerol fue transportado conjuntamente con iones K’ presentes en el
amortiguador de trabajo (KH; PO,). El gradiente de Na' se mantendria en la direccion
opuesta, concentracion mas elevada en el exterior celular, mediante un mecanismo de
intercambio Na '-H'. Este bombea Na™ fuera de las células usando el gradiente de H',
mantenido a expensas de energia metabolica por la bomba de protones de la membrana
plasmatica. A diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae, en D. hansenii la concentracion
intracelular de Na~ es relativamente baja y no se incrementa en forma significativa al
aumentar la concentracion de cloruro de sodio (Norkrans, 1968; Norkrans & Kylin, 1969).
Lucas ef al.(1990) observaron también que la velocidad maxima de acumulacion de glicerol
en D. hansenii se incrementaba hasta concentraciones extracelulares de 1M NaCl. El
resultado que se obtuvo con 0,5 M de NaCl en este trabajo esta de acuerdo con esto (Figura

4.2 a).
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Las células adaptadas a condiciones de estrés osmotico, es decir, crecidas en YEPD +
2 M NaCl y mantenidas bajo en esas condiciones de estrés durante todo el experimento
(Figura 4.2 a y b), acumularon también menor cantidad de glicerol marcado que células no
adaptadas. En todos los experimentos realizados las células se cosecharon en fase
exponencial de crecimiento y ya se demostr6 anteriormente (Figuras 2.10y 2.11), que es
durante la fase exponencial cuando las células produjeron y acumularon glicerol
intracelularmente en concentraciones variables segun la presion osmotica externa. Es
probable que las células de D. hansenii y de HM92 adaptadas osmoéticamente tuvieran,
cuando fueron cosechadas, un nivel de glicerol intracelular superior al presente en células
crecidas en YEPD sin NaCl. Esto pudo condicionar el sistema de transporte de glicerol.
Cuando éste se estudié con glicerol radiactivo, 1a velocidad de transporte fue menor porque
el poliol estaba previamente acumulado en el interior de las células.

La disminucion del volumen celular, mencionada anteriormente, por efecto de la
concentracion salina elevada, deberia considerarse en el caso del agregado de 2 M NaCl al
comienzo del experimento. Sin embargo, no deberia tenerse en cuenta para las células
adaptadas desde el crecimiento a altas concentraciones de sal, ya que se demostré (Morales
et al., 1990) que células de D. hansenii adaptadas a alta concentracioén de cloruro de sodio,
poseen el mismo volumen que las crecidas en un medio sin sal.

El hibrido HM92 acumul¢ la misma cantidad de glicerol radiactivo en células crecidas
en YEPG y en YEPD en ausencia de sal (Figura 4.2 b). En estas condiciones el glicerol
acumulado fue dos veces superior al observado en las células de S. cerevisiae desarrolladas

en el medio con glicerol como fuente de carbono (Figura 4.1 b) y cuatro veces mayor al
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acumulado por células de D. hansenii crecidas en YEPD (Figura 4.2 a). Esto podria indicar
que el PF HM92 posee los sistemas de transporte de glicerol de ambas cepas parentales: el
cotransporte Na -glicerol de . hansenii y el cotransporte H -glicerol de S. cerevisiae. Se
puede asumir que en el hibrido, este altimo sistema esta desregulado y por lo tanto no
requiere ser inducido para su funcionamiento como si es necesario en S. cerevisiae.

Si consideramos los resultados obtenidos con D. hansenii y HM92, se puede decir que

fue evidente la dependencia del transporte de glicerol con respecto al ApH y el potencial de

membrana, Ay. Esta evidencia se comprobé cuando se observo que la incorporacion del

poliol se inhibia con el agregado de DNP en células crecidas en YEPD con y sin agregado de

2M NaCl (Figura4.2 ay b).

2) Crecimiento en medios de cultivo con glucosa o glicerol fuente de carbono y

con distintas concentraciones de NaCl :

En estos ensayos se estudio el crecimiento de S. cerevisiae, . hansenii y HM92 en
los medios de cultivo YEPD o YEPG a los que se agrego distintas concentraciones de NaCl
(Figura 4.3, Tabla 4.1).

El parental S. cerevisiae (Figura 4.3 a, Tabla 4.1), en el medio YEPG tuvo una
velocidad maxima de crecimiento (jtmay) de 0,27 h' y una fase lag de 2 horas. Cuando se
agrego NaCl, la p,,c disminuy6 en relacion al aumento de concentracion de sal y la fase lag
fue mas larga (14 horas con 1 M de NaCl). El crecimiento se inhibié con 2 M de NaCl. Si se

comparan estos resultados con los de los ensayos en YEPD con sal, se observa nuevamente
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una disminucion de p,,, conforme al aumento de concentracion de NaCl en el medio. Sin
embargo las .« que se obtuvieron en los medios con glucosa fueron superiores que en los
medios correspondientes con glicerol. El NaCl en una concentracion de 2M en el medio con
glucosa inhibid el crecimiento de S. cerevisiae. Lages & Lucas (1997) observaron que

S. cerevisiae tenia un crecimiento muy lento en medio minimo y que éste era mayor en
YEPG. Esto indica que el desarrollo del cultivo en el medio complejo estuvo influenciado
por componentes que poseen tanto la peptona como el extracto de levadura y no sélo por el
glicerol.

Tabla 4.1: pmax obtenidas en medio YEPG e YEPD con distintas concentraciones de NaCl. Los
valores son el promedio de determinaciones realizadas a partir de ensayos independientes. En cada
caso se indica el desvio estandar correspondiente y, entre paréntesis, el nimero de ensayos
realizados.

Medio de S. cerevisiae D. hansenii Hibrido HM92
Crecimiento Wimax Pmax Hmax
YEPG 0,274 £0014 (3) 0,240 £0,009 (3) 0,380 + 0,018 (3)
YEPG + 0,5 M NaCl 0,206 £0.009 (2) 0,272 +£0,012 (2) 0,340 £ 0,016 2)
YEPG + 1,0 M NaCl 0,0068 + 0.002 (3) 0,160 +0,009 (3) 0.330 £0.017 3)
YEPG + 2,0 M NaCl -— 0,070 +0,004 (3) 0,060 + 0,005 (3)
YEPD 0,480 +0,020 (3) 0,296 +0.013 (3) 0,480 £ 0,026 (3)
YEPD + 0,5 M NaCl 0,272 £0.014 (2) 0,250 £ 0,014 (2) 0,380 +£0.020 (2)
YEPD + 1,0 M NaCl 0,127 £0011 (2) 0,116 +£0,005(2) 0,390 £0.018 (2)
YEPD + 2,0 M NaCl —— 0,090 £0.005 (3) 0,170 +0.009 (3)

En D. hansenii (Figura 4.3 b, Tabla 4.1), como en S. cerevisiae, se observé que tanto
en YEPD como en YEPG la p,,,¢ disminuyé al aumentar la concentracion de NaCl. Sin
embargo, en medio YEPG sin sal (a diferencia de lo observado en S. cerevisiae) 1a p,qx fue
menor que la del medio con 0,5 M NaCl. Como se mencioné anteriormente, Lucas ef al.

(1990) observaron que en 1. hansenii, el gradiente de Na' de transmembrana dirigja el
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transporte activo de glicerol. De acuerdo con esto, la ausencia o la baja concentracion de Na'
para ser cotransportado con el glicerol podria dar por consecuencia una incorporacion mas

lenta de este substrato y por lo tanto, un crecimiento mas lento a expensas del mismo.

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

Figura 4.3: Crecimiento en medio YEPD y en medio YEPG, con diferentes
concentraciones de NaCl. a) S. cerevisiae, b) D. hansenii y c) HM92.
0 YEPD; o0 YEPD 0,5M NaCl; 0 YEPD 1,0M NaCl; 0 YEPD 2,0M NaCl

A YEPG; 4 YEPG 0,5M NaCl; 4 YEPG 1,0M NaCl; 4« YEPG 2,0M NaCl.
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El hibrido HM92 (Figura 4.3 ¢, Tabla 4.1) tuvo un comportamiento similar a
D. hansenii cuoando fue cultivado con NaCl aunque las p,,. fueron mas altas que en la cepa
parental. Ademas, en HM92 asi como en S. cerevisiae, 1a p,, mas elevada correspondio al
crecimiento en medio sin sal. La posible existencia del sistema de cotransporte H'-glicerol de
S. cerevisiae en el hibrido (Capitulo 111) independizaria a las células de la presencia de iones

Na™ en el medio de crecimiento para la incorporacion de glicerol.
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CAPITULO V

SINTESIS DE PROTEINAS EN MEDIOS HIPEROSMOTICOS

La regulacion de 1a mayoria de las respuestas biologicas depende del reconocimiento
entre moléculas sefial y receptores especificos. Sin embargo, la osmorregulacion difiere en
que la informacion del medio ambiente no esta dada por una molécula especifica sino que es
un parametro fisico-quimico: la actividad de agua exterior (Csonka y Hanson, 1991). Existen
dos tipos de fenomenos osmorregulatorios: a) respuestas a largo plazo o en estado de
equilibrio que se manifiestan durante el crecimiento de los organismos en un medio de
osmolaridad constante y b) respuestas a corto plazo o transcientes que ocurren rapidamente
después de un cambio en 1a osmolaridad externa. Las respuestas a corto plazo deben estar
ligadas a los mecanismos homeostaticos para lograr mantener el nuevo estado de equilibrio
osmotico. El disparo de estas respuestas ocurre a nivel de expresion de genes y de actividad
de proteinas.

Como se explicd en capitulos anteriores, cuando las células son expuestas a un medio
hiperosmotico sufren cambios en la produccion y acumulacion de polioles y también en los
sistemas de transporte de solutos a través de la membrana plasmatica. En todos ellos las

moléculas involucradas son proteinas: enzimas y transportadores.
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OBJETIVO

Analizar, mediante electroforesis, los cambios asociados a los patrones de proteinas

totales y de membrana plasmatica, inducidos durante el crecimiento de células de

S. cerevisiae, D. hansenii y de HM92 en un medio hiperosmoético.

MATERIALES Y METODOS

Cepas:
Saccharomyces cerevisiae UCD 522 (Montrachet) (levadura de vino)
Debaryomyces hansenii NRRL Y-7393

Hibrido HM92.

Medios de cultivo:

YEPD (a): 10 g/l extracto de levadura, 20 g/l peptona y 20g/1 glucosa
YEPD + 1,4 M (b), + 2 M (¢) NaCl.

A) Proteinas totales

Extractos crudos: Se obtuvieron protoplastos de cada levadura como se explico en el
capitulo 1. Los protoplastos se lavaron 3 o 4 veces con KC1 0,6 M o 1,2 M segun
correspondia. Se resuspendieron en amortiguador fosfato de potasio 10 mM (pH 7,0). Se

agregd 10 mM fluoruro de metilfenilsulfonilo, PMSF (inhibidor de proteasas) y 0,1% dodecil
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sulfato de sodio, SDS (desorganiza las membranas). Se observé microscopicamente la
ocurrencia de lisis celular. Luego se agregd sulfato de protamina (1mg/ml) para precipitar el
ADN. Finalmente la mezcla se centrifugé a 9.980 g, 5 min. Se recupero el sobrenadante y se

lo guardo a -20 °C hasta el momento de ser utilizado.

Geles de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE): Los geles se realizaron
planos y discontinuos, de 1,5 mm de espesor con dos partes contiguas, diferentes en cuba
vertical: 1) Gel separativo (inferior): acrilamida 12% (p/v), SDS 0,1% (p/v), tampon
Tris-HC1 0,6 M (pH 8,8), TEMED (tetrametiletilendiamina) 0,1% (v/v) y APS (persulfato de
amonio) 0,04% (p/v). 2) Gel de concentracion (superior): acrilamida 4,8% (p/v),

SDS 0,1% (p/v), tampén Tris-HC1 0,1 M (pH 6,8), TEMED 0,1% (v/v) y APS 0,04% (p/v).

Tratamiento y siembra de las muestras: Los extractos crudos se mezclaron 1:1 (v:v) con el
tampon de siembra (0,06M Tris-HCl pH 6,8; 2% SDS; 10% glicerol; 0,025% azul de
bromofenol) y se colocaron en bafio a ebullicién, 5 min para desnaturalizar las proteinas. Se
sembro 40ul de cada mezcla muestra-tampon que equivalia a 25 pg de proteinas y 10 pl del

marcador de peso molecular (Sigmamarker, wide range: 6,5-205 Kda, SIGMA).

Electroforesis: Previo a la siembra de las muestras se corrid el gel durante 1 hora en el
amortiguador de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina y 0,1% SDS, pH 8,3). Posteriormente

a la siembra el gel se corrié a 83 V, 25 mA durante 10 horas.
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Tincion con plata (Oakley et al., 1980): Se coloco el gel en solucion fijadora (50% metanol,
12% acético, 0,5 ml/l formaldehido 37%) durante 12 horas. Se lavd 2 veces, 20 min cada vez,
primero con una solucion 50% y luego con otra 30% de etanol. Se realiz6 un pretratamiento
de 1 min con Na; S; O; 5 H,0 (0,2 g/1). Se lavo 4 veces con agua destilada, 20 seg cada vez.
Se impregné con solucion de plata (2 g/l nitrato de plata mas 0,75 ml/1 formaldehido 37%),
20 min. Se lavo 2 veces con agua destilada, 20 seg. Se sumergio y agité suavemente en
solucion reveladora (60 g/l Na, COs, 0,5 ml/1 formaldehido 37%, 4 mg/l Na, S; O; - S H,;0)
hasta la aparicion de bandas. Se lavo 2 veces con agua destilada, 1 min y la reaccion se

detuvo agregando la mezcla de metanol 50%: acético 12%.

B) Proteinas de membrana plasmatica

Aislamiento de la membrana plasmatica (Modificacion de la técnica de Dufour er al.
1988): 1) las levaduras se cultivaron en medio a, b o ¢ segun correspondia. 2) Cuando lo
cultivos alcanzaron la fase logaritmica tardia de crecimiento, las células se cosecharon y se
las lavo dos veces con agua destilada helada. Se centnfugé a 755 g, 5 min cada vez. 3) Se
midio el peso fresco y el pellet se resuspendié al 40% (p/v) en el medio de lisis (250 mM
sacarosa, 50 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 7,5) y se mantuvo en hielo. 4) Se agregaron perlas
de vidrio (Glasperlen, 0,45-0,50 mm, Brawn Biotecinternational GmbH), previamente
enfriadas en hielo, aproximadamente 25 ml de perlas / 20g de células (peso fresco). 5) Se
agregaron inhibidores de proteasas: se agreg6 una concentracion de 1/1000 (v/v) de las
soluciones patron correspondientes a 1 mg/ml de peptina A, leupeptina, antipaina y
quimostatina mas 1/20 (v/v) de la solucion patron de 20 mM PMSF. Todas las soluciones
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patron se realizaron en DMSO 2% v/v. 6) Las suspensiones celulares se agitaron
vigorosamente durante 20 seg y se las puso nuevamente en hielo. 7) Se repitio 1a operacion
anterior varias veces hasta comprobar microscopicamente la existencia de un 90% de células
rotas. 8) Se recuperaron los restos celulares, libres de perlas de vidrio, con sucesivos lavados
con el medio de lisis. 9) El lisado celular se centrifugd a 1500 g, 5 min, 4 °C (centrifuga
Sorval, rotor SS34). 10) Se recuper6 el sobrenadante y se centrifug6 a 2445 g, S min, 4 °C.
11). Se recupero el sobrenadante y se centrifugd a 23500 g, 40min, 4 °C. 12) Se recupero el
precipitado (mitocondrias y membranas) y se lo resuspendid en una solucioén que tenia:

10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM sulfato de magnesio, pH 7,5. Se homogeneizo la
suspension con un homogeinizador manual de vidrio con mortero de teflon. 13) Se trasvaso
el contenido del tubo a un vaso de precipitado con una barra magnética y se lo colocd sobre
un agitador. 14) Rapidamente se redujo el pH de 7 a2 5,2 con una solucién 1 M CH;COOH.
15) Se centrifugd nuevamente a 10800 g, 25-30 seg, 4 °C. 16) Se recupero el sobrenadante y
rapidamente se elevo el pH de 5,2 a 7,5 con una solucion 1 M NaOH. 17) Se centrifugé a
74000 g, 18min (ultracentrifuga Beckman L8-M, rotor Ti 70). 18) Se recuperd el precipitado
(membranas) y se lo resuspendid en la solucion de almacenado, MES (acido
2-(N-morfolino)etanosulfénico), pH 6. 19) Se homogeneizé con un homogeneizador de
vidrio y teflon. 20) Posteriormente, se distribuy6 en viales mas pequefios y se guardo a

-80 °C. 21) Una muestra pequeiia de la solucion homogénea se separd y se le midio el
contenido de proteinas por el método de Bradford. La pureza de la suspension de membranas

se verifico con un test de contaminacion.
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Test de contaminacién: Determina el grado de contaminacién con mitocondnias. El ensayo
se realiz por duplicado, a 30 °C, en un volumen final de 1 ml que contenia 6 mM ATP,

9 mM MgCl,, 50 mM MES (pH 6), 10 mM azida sodica. Se realizé un blanco que tenia los
mismos componentes anteriores mas 3 ml de SDS 1% (p/v). También se preparé un tubo sin
asida sodica (con este se realizé 1a medicion de la ATPasa total: mitocondrial mas de
membrana plasmatica). La reaccion se inici6 con el agregado de 10 pl de la suspension de
membranas y se detuvo con el agregado de 3 ml de SDS 1% (p/v). Fueron exceptuados los
tubos que ya tenian SDS. El P;, liberado como consecuencia de la hidrélisis del ATP, se
midi6 de la siguiente manera: se agrego a cada tubo 1 ml del reactivo molibdato de amonio
(50 g (NH;)sMo07024 4 H;0, 400 ml de 10 N H,SO,, H,O bidestilada csp 1 1),
inmediatamente después se agregd 1 ml de reactivo de Elon (5 g de sulfato de
p-metilaminofenol (Elon-Kodak), 15 g de NaHSO; (Na,S,0s), H,O bidestilada csp 500 ml).
Luego de cada agregado se agit6 vigorosamente. Después de 15 min a temperatura ambiente
se midio la absorbancia a 660 nm. En cada caso se substrajo el valor del blanco y se expresé
como porcentaje, la diferencia entre los valores medidos en los tubos sin azida sédica
(ATPasa total) y en los tubos con azida sodica (ATPasa de membrana plasmatica). La
diferencia porcentual obtenida representaba la proporcion de membrana mitocondrial

presente en la mezcla.

Geles de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE): Los geles se realizaron
planos y discontinuos y tenian 0,75 mm de espesor: 1) Gel separativo (inferior): acrilamida

12% (p/v), tampén Tris-HC1 0,75 M con SDS 0,2% (pH 8,6), TEMED
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(tetrametiletilendiamina) 0,05% (v/v) y APS (persulfato de amonio) 0,05% (p/v). 2) Gel de
concentracion (superior): acrilamida 5,2% (p/v), tampon Tris-HC1 0,25 M con SDS 0,1%

(p/v) (pH 6,8), TEMED 0,3% (v/v) y APS 0,1% (p/v).

Tratamiento y siembra de las muestras: Las suspensiones de membranas fueron tratadas
con tricloroacético (TCA) para precipitar proteinas: Volimenes de muestra correspondientes
a 10-15 pg de proteinas se mezclaron con 100 ul de agua y 400 pl de TCA (15% en agua
destilada). Se agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 14.000 rpm, 30 min, 4 °C en
centrifuga Sorval, rotor SS34. Los precipitados se lavaron con | mi de agua bidestilada y se
centrifugron nuevamente a 14.000 rpm, 5 min, 4 °C en centrifuga Sorval, rotor SS34. Los
precipitados se resuspendieron en el tampén de siembra [SDS 1,5% (p/v), ditiotreitol (DTT)
20 mM, EDTA 2 mM, sacarosa 6%, azul de bromofenol 0,025% (p/v) y tampén Tris-HCl
0,06 M, pH 6,8] en volumenes adecuados para tener una concentracion final de proteinas de
0,5 pg/ul.

Se sembro 20pul de cada mezcla muestra-tampon, que equivalian a 10ug de proteinas, y 10 pl

del marcador de peso molecular (SDS-GH SIGMA: 29-205 Kda)

Electroforesis: El tampon de corrida estuvo compuesto por 25 mM Tris, 192 mM glicina y
0,1% SDS (pH 8,3). Posteriormente a la siembra, el gel se corrié a 180V, durante 50 min

(equipo Miniprotean 11, Biorad).
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Tincién del gel: Una vez terminada la corrida electroforética, el gel se sumergio en la
solucion de tincion [0,1% (p/v) Coomassie Brillant Blue R-250, 40% (v/v) metanol,
10% acido acético] durante 30 min. Luego se realizaron sucesivos lavados con

40% metanol : 10% acido acético, hasta decolorar el fondo y tener bandas nitidamente

visibles.

Secado de los geles: Los geles se colocaron en bastidores entre laminas de celofan (Gel Air
celophan-BIORAD) y se secaron a 45-55 °C durante 20 min y luego se dejaron a temperatura

ambiente 24 horas mas.

RESULTADOS Y DISCUSION

A) Proteinas totales

Se estudio el efecto que ejercia sobre la concentracion total de proteinas, la presion
osmotica del medio del crecimiento en las dos cepas halotolerantes (D. hansenii y HM92).
Para ello se hicieron crecer ambas levaduras en YEPD sin sal y en YEPD + 2 M NaCl. El
cultivo se cosecho al final de la fase log de crecimiento. Las células fueron tratadas con el fin
de obtener protoplastos para preparar los extractos crudos. Con éstos se realizé una corrida
electroforética en gel de poliacrilamida 12%, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).
El gel, que posteriormente fue tefiido con plata, reveld que 1. hansenii y HM92

incrementaron la concentracion de algunas proteinas como consecuencia del crecimiento en
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el medio hiperosmético (Foto 5.1). Las proteinas inducidas por estas condiciones estaban
comprendidas en un amplio rango de pesos moleculares. D. hansenii fue la cepa que tuvo
mayor nimero de proteinas inducidas (Foto 5. 1, calle 5). En ambas cepas se observé que dos

de las bandas mas inducidas en el medio con sal (Foto 5. 1, calle 3 y 5) correspondian a pesos

205 -

116 -

45-

<440 - 42 Kda

Foto 5.1: Electroforesis de proteinas totales en gel de poliacrilamida 12% con SDS (SDS-PAGE) de
las cepas halotolerantes HM92 (lineas 2 y 3) y D. hansenii (lineas 4 y 5). Las cepas fueron crecidas
en medio YEPD (lineas 2 y 4) y en medio YEPD + 2M NaCl (lineas 3 y 5). Los pesos moleculares
(Kda) se indican (izquierda) segtn el marcador de peso molecular (linea 1).
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moleculares de aproximadamente 40-42 Kda. Nilson y Adler (1990) aislaron y purificaron la
enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (NAD ) de D. hansenii que, en la ruta de sintesis
del glicerol, es la responsable de la reduccion de la dihidroxiacetona fosfato a

glicerol-3 fosfato. Estos autores observaron que esta proteina en una electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida presentd una banda predominante correspondiente a un peso molecular
de 42 Kda. Si tenemos en cuenta que en este trabajo también se observo una banda de un
peso molecular de aproximadamente 42 Kda, inducida en el medio con sal, y que en estas
mismas condiciones de crecimiento se observd también aumento en la produccion de
glicerol, podriamos asumir que esta banda corresponde a la enzima glicerol-3-fosfato

deshidrogenasa.

B) Proteinas de membrana plasmatica

Los ensayos siguientes se realizaron teniendo en cuenta que un medio hiperosmético
provoca alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular y en los sistemas de
transporte de solutos a través de ella. Se estudio el efecto del NaCl en la patrén de las
proteinas de membrana plasmatica. Se realizaron cultivos de D. hansenii y HM92 en YEPD ¢
YEPD + 2 M NaCl. En estos ensayos se incorporo al estudio también a S. cerevisiae. Los
cultivos de esta ltima se realizaron en YEPD e YEPD + 1,4 M NaCl (maxima concentracion
de NaCl en la que puede crecer, Capitulos 111 y 1V). De cada cultivo se obtuvo la fraccion
celular correspondiente a membrana plasmatica. Se utilizd para ello la técnica de Dufour
et al. (1988) modificada. La pureza de las membranas se comprob6 con un test que permite
cuantificar la contaminacion de las membranas con mitocondnias. El test determina la
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presencia de ATPasa mitocondrial y se basa en la deteccion de caracteristicas propias de la
actividad de la ATPasa de membrana plasmatica, como su estricta especificidad por el ATP y
su insensibilidad a 10 mM de azida sodica. En todos los casos el ensayo arrojo como
resultado un porcentaje minimo de contaminacion mitocondrial que vari6 entre 0 y 2%.

Las muestras se trataron con tricloroacético (TCA) para precipitar las proteinas. Luego
se las sembr6 en un mini gel con 12% de acrilamida mas SDS (SDS-PAGE). Después de la

corrida, el gel fue tefiido con Coomasie Blue. En la Foto 5. 2 se observa que las calles que

1 2 3 & 5 6 7 8

205 -

116 -
97 -

66 -

45 -

~ 30
29 -

Foto 5.2: Electroforesis de proteinas de membrana plasmatica en gel de poliacrilamida 12% con
SDS (SDS-PAGE) de las cepas D. hansenii (lineas 2 y 3), HM92 (lineas 4 y 5) y S cerevisiae
(lineas 6 y 7). Las cepas fueron crecidas en medio YEPD (lineas 2, 4 y 6) y en medio YEPD +
2M NaCl (lineas 3, 5 y 7). Los pesos moleculares (Kda) se indican (izquierda) segtn el marcador

de peso molecular (lineas 1 y 8). Lo
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corresponden a las células crecidas con NaCl tienen bandas de menor mtensidad. Esto indica
que cuando las células crecieron en el medio con elevada presion osmética hubo una
disminucion de la concentracion total de proteinas en la membrana. Sin embargo, en el caso
de HM92 crecido en 2 M NaCl (Foto 5.2, calle 3) se observé una banda intensamente tefiida
que equivalia a un peso molecular de aproximadamente 32 Kda. Esta banda no se observé
cuando la cepa crecié en YEPD (Foto 5.2, calle 2). Con D. hansenii no se ninguna banda
extra en ninguna condicion de cultivo. S. cerevisiae, en medio sin sal, produjo una banda
intensa de similar peso molecular a la observada en el hibrido que se atenud en presencia de
NaCl. Fisher et al., (1994) estudiaron las proteinas sintetizadas por el alga Dunaliella crecida
en medio con alto contenido de NaCl. Estos autores detectaron dos proteinas que eran
inducidas en esas condiciones de cultivo. Una tenia un peso molecular de 150 Kda, la otra de
60 Kda y estaban en la membrana plasmatica. Por la similitud en la intensidad de las bandas
y el modo de induccion que ambas sufrian pensaron que podrian interactuar funcionalmente
una con otra durante la adaptacion osmotica del alga, aunque no se habian determinado sus
funciones especificas.

Nosotros observamos que el perfil de proteinas obtenido con HM92 no se
correspondia exactamente con el de ninguna de las dos cepas parentales en las condiciones
de crecimiento utilizadas. El patron de bandas del hibrido represent6é una mezcla de los

patrones respectivos de ambas cepas.

Es indudable que la adaptacion a un cambio osmético en el medio de cultivo y el
crecimiento en las nuevas condiciones ambientales implican cambios en la fisiologia celular,
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asociados a diversos tipos de proteinas. Los resultados obtenidos aqui respecto a los patrones
diferenciales de proteinas totales y de membrana plasmatica en distintas condiciones
osmoticas son un claro indicio de esto y constituyen la base para la realizacion de futuros y

mas exhaustivos analisis.
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CONCLUSIONES

1) Se obtuvieron hibridos estables entre levaduras osmotolerantes y cepas de S. cerevisiae

mediante la técnica de fusion de protoplastos.

a) Fusion T. delbrueckii x S. cerevisiae P-158:

Se empled con éxito 1a técnica de dador muerto, con la utilizacion de protoplastos de
T. delbrueckii previamente muertos por calentamiento.

Los P.F seleccionados, PB1, PB2 y PB3 fueron morfolégicamente similares a

S. cerevisiae pero capaces de crecer en medios con alta concentracion de glucosa
(hasta 700 g/l de glucosa) como el parental 7. delbrueckii.

PB1, PB2 y PB3 mostraron un patron cromosémico muy similar entre si y similar a la
vez al del parental S. cerevisiae.

En medio con 400 g/1 de glucosa los hibridos produjeron etanol en concentraciones
similares 0 aun mayores que las cepas parentales y polihidroxialcoholes (glicerol y

arabitol).

b) Fusion D. hansenii x S. cerevisiae-522:

Se obtuvieron cepas hibridas (HM92 y HM93) con caracteristicas propias de ambos
parentales ademas de nuevas propiedades.

Poseen el caracter osmotolerante de D. hansenii, pero tienen mayor velocidad maxima de
crecimiento (Umay) €n medios con alta concentracion de NaCl.

Crecen a 37 °C como S. cerevisiae.
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= Son morfologicamente muy similares entre si y diferentes respecto a las cepas parentales.

= Tienen patrones de fermentacion y asimilacion de aziicares distintos a los de ambos
parentales.

= Poseen un patrén cromosomico similar en nimero al de 1. hansenii pero con algunas
coincidencias en su composicion con el de S. cerevisiae.

= Producen etanol en medio basal (en concentraciones similares a S. cerevisiae) y también
lo producen en medio con elevada presion osmoética aunque los valores obtenidos fueron
menores.

Mediante la electroforesis de campo pulsado se obtuvo un patrén de 6-7 bandas para

D. hansenii, revelando por primera vez que esta levadura posee un niimero cromosémico

mucho menor que el de S. cerevisiae asi como cromosomas de mayor tamaiio que los de

esta ultima.

El estudio de los sistemas de transporte de azicares en las levaduras osmotolerantes revelo

lo siguiente:

* D, hansenii y 1a cepa hibrida HM92 poseen al menos dos sistemas de transporte activo
de monosacaridos, uno que transporta tanto xilosa como glucosa y otro especifico para
hexosas.

= En HM92 la glucosa es transportada activamente en cotransporte de protones (sistema
H'/symport). Este sistema deberia provenir de la cepa parental D. hansenii aunque en
ella no pudo demostrarse.

= HMO92 posee también el sistema de difusion facilitada para glucosa de S. cerevisiae.
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4) El estudio del sistema de transporte de glicerol en S. cerevisiae y en las levaduras
osmotolerantes D. hansenii y HM92 permitié concluir lo siguiente:
= Las cepas de S. cerevisiae y D. hansenii estudiadas, poseen los sistemas de transporte
de glicerol observados por otros autores. Por lo tanto se puede asumir que en
S. cerevisiae existen dos sistemas de transporte mediados para el glicerol: a) uno de
baja afinidad, difusion facilitada, presente en células crecidas en glucosa y b) otro de
alta afinidad, H'-glicerol symport, inducido durante el crecimiento en substratos
gluconeogénicos, no involucrado en forma directa en la osmorregulacidn.

= D. hansenii posee un sistema activo y constitutivo de transporte de glicerol,
Na’-glicerol symport, el cual no esta sujeto a la represion por glucosa.

= En el PF HM92 coexisten los sistemas activos de transporte de glicerol que tienen las
cepas parentales. El transporte con protones estaria desregulado en HM92 al no ser
reprimido durante el crecimiento en glucosa.

5) Se observo que en la adaptacion a elevadas concentraciones externas de NaCl las
levaduras osmotolerantes, D. hansenii, HM92 y HM93, sufrieron diversas alteraciones en
su fisiologia y metabolismo celular:
= Disminucion de la pg,, de crecimiento.
= Disminucion del rendimiento en la produccion de biomasa.
= Aumento de la produccion y de la retencion intracelular de polioles, especialmente de

glicerol.

= Alteracion del transporte de monosacaridos como xilosa y glucosa.
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= La alteracion del y afecto el sistema de transporte de glucosa el cual disminuyé su
afinidad por la hexosa (mayor Kt) ante crecientes cantidades de NaCl.

= Disminucidn del consumo especifico de oxigeno en presencia de glucosa ante
crecientes cantidades de NaCl.

= Alteracion de los perfiles electroforéticos de proteinas totales y de membrana

plasmatica.

(Quwfw =

Dra. Lucia I. Castellanos de Figueroa Lic. Maria Alicia Loray
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