
ESTUDIO FISIOLOGICO Y BIOQUIMICO D E  LA 

LEVADURA MARINA Debaryomyces hansenii E N  

PRESENCIA D E  DIFERENTES CONCENTRACIONES 

DE NaCi 

T E S I S 
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE 

B I O L  0 G 0 

P R E S E N V A :  

R O M E L  H E R N A N D E Z  B E L L 0  

DIRECTOR DE TESIS: DRA. LUISA ALVARINA ALBA LOIS 

\sIUDIOS PRg * * % s ?+ MEXICO, D.F, 2 2001 
z 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



MEN C. ELENA DE OTEYZA DE OTEYZA 
Jefa de la Divisi6n de Estudios Profesionales de la 
Facultad de Ciencias 
Presente 

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis: 

E s t u d i o  f i s i o l 6 g i c o  y b ioquimico  d e  l a  l e v a d u r a  mar ina  Debaryomyces 

h a n s e n i l  e n  p r e s e n c i a  d e  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  NaC1. 

realizado por R6mel Herndndez B e l l 0  

con ndmerodecuenta 9135276-9 , pasante de la wrera de B i o l o g i a  

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio. 

Atentamente 

Director de Tesis 
Propietaria Dra. Luisa  A lva r ina  Alba Lo i s  

Propietario 

- - I L  
D r .  Reni d e  ~esfis Cdrdenas VHzquez k&,@a@oU - 

Propietario M .  en  IBB.  C l aud i a  Andrea Sega l  Kisch inevzky  f@? 
- 

Suplente B io l .  Alfonso J o s 6  V i l c h i s  Pe luye ra  

Suplente B io l .  B e a t r i z  Rodar te  

FACULTAD DE CIENCIAS 
n u N.A.M. 



El presente trabajo de tesis se realizo en el Laboratorio de Biologia 

Molecular del Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias, bajo la 

tutoria de la Dra. Luisa A. Alba Lois. 



La presente tesis, esta dedicada especialmente a mis padres Maria de 10s Angeles 
Bello Marin y Juan Hernandez Cortes, quienes con rnucho sacrificio y amor me 
han dado todos 10s elementos necesarios para triunfar en la vida. S e  que tienen 
rnuchas expectativas para mi y que por lo mismo me exigen, per0 les aseguro que 
no tienen nada de que preocuparse, que no me desvlare del camino. Un beso. 

A mis hermanos Anayansi. Deni y Pavel, de quienes he aprendido mucho. 



A mi linda mujercita NURY, porque me has abierto las puertas de tu 
corazon y me has brindado tu carino, comprension y apoyo. Gracias por ayudarme 
a ver mis errores y hacerme rectificar el camino a traves de tu amor. 

Vida, este es apenas el comienzo. .. 

... Te Amo. 



Agradezco a la Dra. Luisa Alba Lois, la cual es como mi madre en la 
ciencia, por haberrne permitido trabajar a su lado, por su paciencia para 
ensefiarme la manera de analizar 10s resultados, por su espiritu emprendedor del 
cual me al~mente por mucho tiempo y sobre todo por aguantarrne todos estos aiios 
en su laboratorio. 

Lichi ... 
... Mil gracias. 

Al Dr. Rene Cardenas, por las acertadas correcciones que realizi, durante la 
escritura de este trabajo y por haberrne brindado la oportunidad de ser mi sinodal. 

A Claudia, por 10s conocimientos transmitidos durante mi permanencia en el 
laboratorio, asi como 10s ratos en que hablabamos de temas interesantes. 
Asimismo te agradezco por haber participado en la correccib de mi tesis. 

A Alfonso, por ser un gran amigo y maestro en las cosas del laboratorio y 
de la vida. Por el apoyo brindado en el laboratorio y por las agradables, divertidas 
y sinceras veladas en que hablabamos de filosofia de la ciencia al calor de tu 
hogar. 

A Beatriz, por ser una excelente compaiiera de laboratorio, por las criticas 
constructivas y el interes mostrado en el presente trabajo. 

A las personas especiales del laboratorio: Dr. Victor Valdes y al Biol. 
Epifanio, quienes consider0 interesantes. 

A mis amigos de la carrera, con 10s que comparti muchos momentos feiices 
y quienes me brindaron su apoyo y amistad. 

A Josecillo "pecho amarillo", quien se ha convertido como un hermano para 
mi. Gracias por tu apoyo en momentos cruciales de mi vida y por seguir 
permaneciendo en ella. 

A todos aquellos que sin saberlo, han participado de manera directa o 
indirecta para el termino de esta tesis. 

A todos ... 
... G R A C I A S  



INTRODUCCION 

Asimilac16n de amonio 

MATERIAL Y A&%ODOS 

Condiciones de credmiento 
Determinaci6n de la actividad e 

Obtenci6n de extractos 
GDH metodo de Doherty 
GOGAT merodo de Roon y Even ...................... ... ............... 
GOGAT metodo de Boland y Benny ................... .... ..... ... 
GS &todo de Ferguson y Sims .................... .. 
GS metodo de Shapiro y Stadmand 

DISCIJS~N ............................................................................... 36 
GDH .......................... .. ........................................... 37 
GOGAT GS 37 



Enzimas: 
GDH.- Glutamato deshldrogenasa. 

GS.- Glutamino sintetasa. 

GOGAT., Glutamato sintasa 

Cofactores: 
NADPH.. Nicotinamin Adenin Dinucle6tido Fosfato (forma reductda). 

NADH.. Nicotinamin Adenin Dinucle6t~do (forma reducida). 

ATP.- Adenosin mfosfato 

ADP.. Adenosin difosfato. 

Medios de Cultlvo: 
MMS.- Medio de cultivo en base a la f6rmula de DIFCO. Yeast Base. 

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

SNAsnDh.. MMDh sin amonio y con asparagina como fuente de nitr6geno 
suplementado con sales. 

Reactivos: 
ASB.. Albtlmina de suero bovino, 

DTT.. Ditiotrtctol 

EDTA.. kcido etilendiamina tetra-acetic0 

TLCK.- Na-p-Tosil-,-lisin clorometil cetona 

PMSF.. Fcntl-rnetil-sulfonil fluoruro. 

TCrminos: 
Cbp.. cuanro baste para 



RESUMEN 

La levadura marina Debapornyces hansenii es un microorganismo eucari6tico que 

tolera amplios rangos de concentraci6n de sales, es dec~r, es osmotolerante y crece en 

medios de cultivo a concentraciones de hasta 4M de NaC1. El mecanismo general por el 

cual 10s micrmrganismos pueden contender con el bajo potencial hidrico provocado por la 

alta concentraci6n de NaCl es por la exclusi6n de 10s solutos estresantes y por la 

cornpensaci6n del potencial hidrico a ttavk de La acumulaci6n de uno o mis especies de 

solutos denominados solutos compatibles (Brown & Simpson, 1972) u osmolitos (Yancey et. 

al. 1982). Estos compuestos pueden dividirse en dos grupos principales: a) 

pol~hidroxialcoholes, y b) aminoicidos y derivados de estos. Dentro de 10s arninoicidos, el 

giutamato ha sido identificado como un metabolito osmoprotector en algunas bacterias 

ademis de estar implicado en el mecanismo de asimilaci6n de amonio (Yancey et. d. 1982). 

En bacterias, hongos, levaduras y plantas superiores se han encontrado dos vias para 

la asimilaci6n de arnonio. En la primera via participa la NADPi-glutamato deshidrogenasa 

(NADP.GDH; EC 1.4.1.4), la cual cataliza la aminaci6n reductiva del 2-oxoglutarato para 

formar glutamato. En la segunda via se encuentra la acci6n combinada de la glutamina 

sintetasa (GS; EC 6.3.1.2), donde el glutamato es aminado a la forma de glutamina y de la 

glutarnato sintasa (GOGAT; EC 1.4.1.13) la cual transfiere reductivamente el grupo amida 

a 2.oxoglutarato resulrando en la conversi6n neta de amonio y 2-oxoglutarato a glutamato. 

La enzima GDH presenta rnenor afinidad al amonio que la enzima GS. Consecuentemente, 

la actividad de la enzirna GDH puede ser insuficiente para la asimilaci6n de amonio cuando 

la concentraci6n intema de amonio es baja. Cuando se presenta esta condici6n, la ruta de 

las enrimas GS/GOGAT constituye la principal ruta de asimilaci6n de amonio. Entre 10s 

organis~nos que ptesentan el fen6meno anterionnente descrito encontramos a bacterias 

como Escherichia coli y Rhizobium, hongos filamentosos como Aspergillus niduhns (Kusnan et 

al., 1987) y Neurospora crma asi como cn plantas (Lomnitz et al., 1987); no obstantc esta 

via (GSIGOGAT) puede no scr relcvante en dicha asimilaci6n. Por ejernplo, en levaduras 

como Saccharomyces cereuisiae. Candida urilir y Chd& boidinii, la enzima GDH-NADP' 
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constituye la ruta principal de asimilaci6n de amonio en condiciones limitantes y de exceso 

de nitrbgeno (Kusnanet al., 1987). 

En este trabajo se presenta la relacion de la actividad de las enzimas implicadas en la 

asimilaci6n de amonio y su posible participaci6n en el estr6s osm6tlco en Debaryomyces 

hansenii. Esta levadura fue crecida en un medlo con asparagina como fuente alternativa de 

amonio, en condiciones limitantes y no lim~tantes de nitr6geno. Se encontr6 que la enzima 

GDH present6 las mismas actividades enumhticas en cond~ciones limicantes y no limitantes 

de nitr6gen0, mienmas que las actividades de GSIGOGAT fueron muy bajas. Aslmismo 

encontramos que la actividad de la enzima GDH de D. hansenii en presencia de 1M de NaCl 

aumenti, 3 veces su actividad en comparacibn a la actividad presentada en ausencia de 

NaCl. 



Los ecoslstemas naturales que son clas~ficados como ambientes extremos, donde 

lmperan las temperaturas extremas, ambientes acidos, alcal~nos o h~per-salmnos se 

caracterizan por su carencla de formas de vida supenores, sin embargo son habitados por 

abundantes cornunidades microbianas adapradas a estos nichos ecol6gicos. La salin~dad es 

uno de  10s parametro ambientales que mas lnteresa a 10s b1otecn6logos, ya que 10s 

mecanisrnos protectores que subyacen en la tolerancia a sal pueden tener mportantes 

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

Entre 10s parametros fisiol6g1cos que determinan la capacidad de 10s organismos a 

proliferar en un hibitat determinado se encuentra la fuerza osnlbtica del ambiente. Esta 

capacidad de adaptaci6n a las fluctuaciones de la osmolaridad externa es fundamental para 

la sobrevivencia de 10s organismos. Recientemente, 10s mecanismos responsables para la 

adaptacibn osm6tsa han sido dilucidados de manera relaciva. Por orro lado, se ha 

observado que existe una simlhtud muy marcada entre bacterias y plantas en sus respuestas 

intracelulares al estr6s osm6tico y es probable que exlsta cierto paralelismo en 10s 

mecanismos de dichos organismos ya que ambos reinos acumulan 10s mismos t~pos de 

solutos citopl~smicos al ser expuestos a condic~ones de hiperosmolaridad (Csonka, 1989). 

Un nlecanismo comSn de adaptaci6n a estres osm6tico es el denominado 

osmorregulaci6n. El estrts osm6tico se puede definir como cl decrement0 o increment0 en 

la fuerta osm6tica del ambiente de un organism0 (Csonka, 1989), mientras que la 

osmorregulaci6n se ent~ende conlo la capacidad de respuesta de las celulas para ajustar su 

contenido de solutos intracelulares durantc el estres osm6tico. En terminos mas especificos, 

el t6rmino osmorrcgulacidn se pucde definir como la capacidad de las c6lulas para ajustar el 

nilrnero total de solutos intracelularcs org8nicos "I,, inorganicos (solutos compatibles u 

osmolitos) cn el citosol para rccstableccr la turgencla en las c6lulas. Estc mccanismo 

permitc quc 10s procesos cclularcs opcrcn a potcncialcs osm6ticos intracclularcs sin cl 

rcqucrimicnto dc niodificac~oncs cstructuralcs de las cnzimas. (Blonlbcrg 61 Adler, 1992) 
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Los organismos pueden ser clasificados de dos maneras dependiendo de su respuesta 

ante un cambio en la concentracidn de solutos en el medio. SI 10s organismos cambian la 

concentracicjn osm6tica de  sus flurdos internos hasta conformar la del rnedio, 

permaneciendo de manera isosm6tica, se les denomina osmoconfonnadores; si por el 

connario si mantienen o regulan su concentracibn osm6tica intema a pesar de 10s cambios 

de la concennaci6n externas, entonces se les denomina osmoreguiadorer (Schmidt-Nielsen, 

1979; Wilson, 1979). 

En las bacterias, 10s solutos compatibles pueden ser acumulados por shtesis de nmo o 

por transporte desde el medio de cultivo. Existen diferencias en 10s efectos de varios solutos 

compatibles sobre la tolerancia a estrks osm6tico de la cilula, ya que algunos permiten una 

estimulaci6n de  la velocidad de crecimiento en un medio de alta osmolaridad, mientras que 

otros no tlenen efectos detectables sobre el crecimiento de las mismas. Afin no son bien 

entend~das las diferencias entre 10s dos tipos de solutos compatibles, pero se puede proponer 

que aqu&llos solutos que contienden mejor con el estris osm6tico puedan ser acumulados en 

altos niveles a1 interior de la cklula por ser menos tbricos. Dichos solutos son llamados 

ornoprotectores y se dividen en dos grupos: a) polihidroxialcoholes o polioles y b) 

aminoic~dos o derivados de  amino6cidos. 

a) Polioles 
Los polioles est6n ampliamente diitribuidos en 10s hongos, se han detectado en mas 

de 450 especies; 10s principales son: glicerol, treitol, eritr~tol, ribltol, arabinitol, xilitol, 

sorbitol, manitol y galactitol. 

b) AminoLidos 

Muchos organismos usan aminoAcidos como solutos compatibles. Algunos de 10s 

aminoa~idos acumulados en bacterias son por ejemplo: la prolina, el glutamato, La glicina y 

la betaina entre otros, y entre 10s derivados de aminoacidos tenemos a1 acido y- 

aminobutirico. 



En la siguiente tabla se enlistan algunos organisrnos y la distibuci6n que existe de 

estos osrnolitos en los difetentes reinos Nancey et. al., 1982). 

-- 

Tabla I .  Osmol~cos acumulados en dlferentca organismor durance un estr4s osm6nco (Yanccy. 
er el. 1982) 

Para comprcnder rn% arnpliarnente corno afecta un medio hipersalino a las cflulas, 

es necesario revisar algunos aspectos rerrnodin6rnicos que en ella se generan y entendcr 10s 

concepcos b5sicos como presi6n osrn6tica, potencial osm6tico y Nrgencia. 



ASPECTOS TERMODINAMICOS 

Las membranas de 10s organismos exhiben permeabilidad selectiva a diferentes 

sustancias, es decir, son semipermeables; y las propiedades osm6ticas de las celulas derivan 

de esta propiedad de las membranas. 

PRESION Os~bnc.4: Para explicar lo que es la presibn osmbtica consideremos un 

recipiente que est i  dividido en dos compartimentos idknticos, 10s cuales estin abiertos a la 

atm6sfera y que estin separados uno del otro de rnanera vertical par una membrana 

semipermeable. Supbngase que uno de 10s compartimentos (designado compartimento 1, 

TI) esti  ~arcialmente lleno con agua pura y el otro compartimento (compartimento 2,  T2) 

esti lleno con un volumen igual de solucibn acuosa de alguna mol&cula que no puede 

difundir a trav6 de la membrana. 

Debido a la presencia de las molkculas del soluto, la concentraci6n ((actiwidad) del 

agua de  T2 es menor que la del agua pura y consecuentemente las mol6culas de agua 

difundirin de TI a T2, aumentando el gradiente de acrividad. Este movimiento del agua 

provocari que el nivel de agua del T1 decrezca, mientras que el nivel de T2 se incremenre, 

creando una pres~bn hidrostitica en T2; la magnitud de la presi6n hidrostitica depende de 

la diferencia en 10s niveles de 10s Liquidos en 10s dos comparrimentos. b difusi6n del agua a1 

compartimento T2 cor~tinuari hasta que el cxceso de presi6n cn ese compartimento sea 

suficiente para contcndcr con la tendencia del agua a difundir en 61. La presi6n ejercida 

hacia T2 cuarido cl sisrenia alcanza el cquilibrio se le dcnomina presi6n osm6tica. 



POTENCIAL OSMC~?CO: Por definicibn la actividad de un solvente p u ~ o  es 0. 

Generalmente, la adic16n de solutos decrece la actwidad de 10s solventes a un valor de <O y 

por lo tanto el potenc~al osm6tico de las soluciones es generalmente negative. EI potencial 

osm6tico se genera cuando una solucibn es separada de un solvente puro por una 

membrana que es mis permeable al solvente que al soluto; las moleculas del solvente se 

moverin de la regdn de mayor a la regi6n de menor potencid osm6tuo. 

PRESION DE TURGENCIA: En el ejemplo anterior, el volumen de la soluci6n en  la cimara o 

cornpartimento 2 (T2) est5 libre de expandirse con el influjo de agua. Pero asumamos que 

una cublerta rigda es colocada alrededor del liquid0 en T2 y que la membrana 

semipermeable no es completanlente elistica. 

En este caso, el volumen de la soluci6n de T2 no seri capaz de expandirse, y la 

presi6n en T2 se incrementari como consecuencia de la tendencia de las mol6culas de agua 

a difundlr hacia 61. Esta situaci6n ocurre en bacterias y plantas, ya que tienen paredes 

rigidas alrededor de sus membranas citoplasm2ticas. Asi corno el agua difunde hacia el 

interior de cstas celulas, las membranas pueden expandirse tanto como lo permira el lado 

interior de la pared celular, y el lnflujo adicional de agua rcsulta en el increment0 en la 

presi6n que es ejercida por la mcmbrana citoplasmitica sobre las paredes cclulares. Esta 

presi6n cs la presi6n de rurgolcia. 



Ya que las membranas citoplasmiticas de las bacteria son permeables a1 agua pero 

no a la mayoria de 10s metabolitos, 10s choques hiper o hiposm6sticos provocan una entrada 

o sallda instantinea de agua, la cual es acompafiada por un concornitante decremento o 

Lncremento del volumen citoplasrnitico. El choque hlposm6tico generalmente resulta s61o 

en un ligero incremento del volumen celular. Por otro lado, el choque hiperosm6tico, causa 

encoglmiento considerable o decremento del volumen citopl6smico; dicho proceso es 

conocldo conlo crenaci6n. La cin6tica de dicho proceso es dependiente de la magnitud del 

incremento en la osmolaridad del medio, pero no de la naturaleza del soluto utilizado; por 

ejemplo, aquellas rnol6culas que pueden difundir libremente a travks de la membrana, tales 

como el gllcerol o el etanol, no ocasionan crenac16n. 

SI el choque hiperosrn6tico no es tan severo, la crenaci6n es nansitoria, y despues de 

algfin tiempo el volurnen citopl~smico se incrementari como resultado del reajuste 

osm6tico en las c6lula. No obstante, despuks de que la adaptaci6n osm6tica se ha ilevado a 

cabo, el volumen citoplasmitico en el equilibrio de las bacterias en crecimiento es 

dependiente de la osrnolaridad del medio, de tal manera que el volumen citoplasmitico 

decrece con el increment0 externo de la osmolaridad. 

En general, la exposici6n de organismos a condiciones de hiperosmolaridad resulta 

en el decremento de sus actividades citopl5srnicas. Las proteinas y onas macromolkulas 

biolhgicas parecen funcionar s61o dentro de ciertos tangos normales de potenciales hidricos, 

fuera de 10s cuales algunas funciones celulares esenciales se dafnn. Adernis, la crenaci6n da 

por resultado la inhibici6n de una variedad de pracesos fisiol6gicos, 10s cuales van desde la 

aslmilaci6n o entrada de nutrlentes hasta la rcplicaci6n del DNA; asimismo, se ha descrico 

que este proceso va acompafiado dc un incremento en 10s niveles de ATP celular, 

pos~blernente como resultado de la inhibicibn de la biosintesis de macrornol6culas (Csonka, 

1969). 



Caracteristicas del Sistema Experimental 

Clasificacth. 

Saccharomyces cereuisiae y Debaryomyces hamenii se clasifican de la sigulente manera 

(Alexopoulos et al, 1996): 

Phylum: Ascomycota 

Orden: Saccharomycetales 

Familia: Sac~harorn~cetaceae. 

En el aspecto morfolClgico, esta familia incluye a aquellas levaduras que (1) tienen 

predominantemente talos unicelulares (pseudomicelio), (2) se reproducen principalmente 

de manera asexual pot gemacibn y (3) producen ascosporas. Desde el punto de vista 

hiol6gic0, son organismos que viven y proliferan en medios que contienen una gran 

variedad de compuestos i6nicos y con grados de salinidad que van desde el agua dulce hasta 

hibitats hipersalinos. Para que estos organismos puedan crecer en un ambiente que 

represente un desaffo osm6tic0, es necesario que la celula establezca y mantenga su presi6n 

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

En la literatura se han utilizado diferentes terminos para describir la totalidad de 

respuestas de 10s organismos a una bala disponibilidad de agua, tales corno osmotolerancia, 

xerotolerancia, halofilismo, osmoflismo y tolerancia a la desecaci6n, aunque 10s dos 

primeros terminos son generalmente 10s m&s usados (Csonka, 1989). 

Asi pues, se ha descrito a D. hansenii como una levadura halotolerante con la 

capacidad de crecer en un amplio rango de concentraciones de sal, que van de OM hasta 

4M de NaCl (Norkrans, 1969). Ha sido aislada de diversos ambiences salinos tales corno 

agua manna, fabricas de sal, quesos y carnes frias. Cuando se crece a D. h e n i i  bajo estrks 

salino, la conccntraci6n dc sal intracelular no es suficiente para balancear la osmolaridad 

del mcdio, lo cual sc compensa por un incremcnto y la posterior acumulaci6n intracelular 

de osmolitos protcctores como polihidroxialcoholes, colno glicerol y arabinitol (Adler et al., 

1985). Sc ha rcportado que la cnzima gllcerol.3-fosfato desl\idrogcnasa (GPD), que 
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biosintetiza glicerol, es sensible a altas concentraciones de sal. En ensayos con soluciones 

salinas, la enzima presenta menos del 10% de su actividad como resultado de un fuerte 

excedente idnico de  0.6 M. No obstante, cuando se prueba en presencia de glutamato, la 

enzima duplica su actividad a h  a 0.9 M de fuerza i6nica. (Adler and Gusyafsson, 1980; 

]oval1 et al., 1990). 

En algunas bacterias diawtrofas como Azotobacter chroococcum, 10s osmolitos que se 

acumulan durante un estrks osm6tico son trehalosa y glutamato; en Azospinllun bmilense 

10s osmolitos son prolina y glutamato, miennas que en klebsiella pneumoniae son trehalosa y 

prolina. Los autores sugieren que el mecanismo de adaptacibn osmbtica de kstos organismos 

reside en La acumulaci6n de osmolitos como glicina, betaina, prolina y glutamato en c&lulas 

hiperosm6ticamente estresadas, resultando en un aumento en la ennada a la celula de 

dichos osmolitos o incrementando la biosintesis neta de trehalosa, prolina y glutamato o 

ambos. (Madkour et d. 1990). 

Asimismo, se ha demostrado que estos osmolitos tambitn son empleados por c6lulas 

endoteliales cuando &stas son expuestas a un estres osm6tic0, observindose un incremento 

de L-glutamina a nivel intracelular (Dall'asta et al., 1999). 

Los aminoicidos que tienen propiedades de ser osmolitos como la prolina y 

glutamina, derivan o son sintetuados a partir del glutamato; veamos pues, como se Ueva a 

cabo la sintesis de glutamato: 

ASUIILACI~N DE AMONIO: 

El nitr6geno ~educido en  la forma de i6n NH,I es utiluado en la biosintesis de 

aminoicidos y en la de otras biomoleculas que contienen nitr6geno. Los dos aminoacidos 

que proveen el punto critico de entrada son el glutamato y la glutamina. Estos dos 

amino5cidos juegan un papel central al ser precursores de otros aminoicidos. Los grupos 

amino de la mayoria de los aminoicidos son derivados del glutamato y glutamina a craves dc 

las reacciones de rransaminaci6n. 

Las vias biosintkticas dc glutamato y glutamina parccen ser similares en todas las 

formas de vida. (Lchninger er d., 1993). 
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Enuna via, la enzima GDH-NADPt dependiente (E.C. 1.4.1.4) cataliza la reacci6n: 

(CDH) 
Amonio + 2-oxoglutarato + NADPH -glutamato + NADP' 

En la siguiente via se ve implicada la acci6n combinada de la enzima glutamina 

slntetasa (GS) (E.C. 6.3.1.2) y de la enzima glutamato slntasa (GOGAT-NAD+ 

de~endiente) (E.C. 1.4.1.14): 

Amonio + glutamato + ATP & glutamina + ADP + P, 

(GOCAT) 
Glutamina + 2-oxoglutarato + NADH L 2 glutamato + NADi 

Se ha observado que la enzima GDH de plantas verdes y de bacterias como 

Escherichin coli y Rhizobium sp tiene menor afinidad pot amonlo que la GS, por lo que la 

actividad de GDH puede ser insuficiente cuando la concentraci6n intema de amonio es 

baja, en consecuencia reduciendo su actividad (Brown & Jonson, 1970; Burn et a(., 1974); 

bajo estas condiciones, la via GSIGOGAT constituye la principal ruta de asirnilaci6n de 

amonio. Por otro lado, en hongos, la relaci6n de ambas rutas es menos clara; por ejemplo, 

en las levaduras Saccha~myces cerevisioe, Candida utilis y Cundida bodinii, la ruta 

GSIGOGAT no juega un papel esencial para la asirnilac16n de amonio, siendo la GDH- 

NADP' la via principal tanto en condiciones de limitaci6n como en exceso de nitr6geno. 

No obstante, la via GSiCOGAT es utilizada a bajas concentraciones de amonio en 10s 

hongos filamentosos Aspergillus nidulans (Kusnan et al., 1987) y Neurospora crassa (Lomnitz 

et d., 1987; Holmes 1989). 

PAFEL DEL GLUTAMATO Y DE LA GLUTAMINA EN LA OSMOTOLERANCIA 

GLUTAMATO Y G L U T A ~ A :  Los niveles citoplasm6ticos de glutamato se incrementan en 

la mayoria de 10s organismos procariontes despues de la expos1ci6n a un medio con una 

elevada osmolaridad. En bacterias gram ncgativas, el estrCs os1116tico gencra un gran 

incrcrnento en 10s niveles de glutamato, llegando a alcanzar hasta el 90% de 10s 

amino6cidos. Richey y cols. (1987) reportaron que en estado estacionario, la concentracibn 
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intracelular de glutamato en E. colt es dlrectamente proporcional a la osmolandad del medio 

de cultivo. Los niveles de glutamina tambikn se incrementan en respuesta a1 estres osm6tico 

en bacterias gram negativas; aunque la glutamina esti presente en niveles mucho menores 

que el glutamato, es probable que no sea importante en el manten~miento de la osmolandad 

citoplasmitica. 

La acumuiac16n de glutamato y glutamina ha sido observada en vanas especies de 

bactenas cultivadas en medios deprivados de aminoicidos exbgenos, indicando que, en 

estos casos, el increment0 de 10s niveles de estos dos aminoicidos es debido a un 

incremento en su velocidad de sintesis. La caracterizaci6n de Las vias implicadas en  la 

sintesis del glutamato para la osmoregulaci6n ha sido estudiada en V h  haruery; Gurevich 

y cols. (1986) encontraron que el estr6s hiperosm6tico resulta en un decrement0 de la 

act~vldad de GDH y un incremento en la actividad de GOGAT. Tempest y cols. (1970) 

encontraron que la actividad de GDH de KlebsieUa aerogmes es sensible a cambios en el pH, 

con un rango 6ptimo de actividad cercano a pH 8.0 y que la exposici6n de las celulas a un 

esrres osm6rico provoca una ripida salida de protones del citoplasma 



Objetivo General: 

Conocer c6mo se lleva a cab0 la asimilaci6n de amonio en la levadura marina D. 

hansenii a traves del analisis de las actividades especificas de las enzimas implicadas (GDH, 

GS y GOGAT), en diferentes concentraciones de NaCl y su posible relaci6n con el 

fenbmeno de osmotolerancia. 

Objetivos Particulares: 

1. Derermlnar el med~o mfnimo (MM) 6ptimo de crecimiento para la levadura marina 

D. hansenii tanto en ausencia como en presencia de NaC1. 

2. Determinar cud es la concentraci6n de sal 6ptima para crecer y determinar su 

riempo de duplicaci6n. 

3. Determinar las actividades especificas de las enzimas: GDH-NADPH, GS y 

GOGAT-NADH de D. hansmii culrivada en el medio seleccionado en ausencia 

como en wesencia de NaCI. 



MATERIAL Y METODOS 

Cepas: Las cepas utilizadas fueron Snccharomyces cel-euislae cepa S288C y Debaryomyces 

hansenii cepa Y7426 (US Departament of Agriculture, Peona, Ill.), las cuales fueron 

donadas generosamente por la Dra. Alicia Gonzilez y el Dr. Antonio Peha del Instituto de 

Fisiologfa Celular de la UNAM. Estas cepas se mantuvieron en medio rico s6lido (YPD- 

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

Medios 

-~ ~ 

fbtmula de DL~CQ Yeast Base. 
>El medio rico YPD, se preparb con exuacto de levadura I%, pepcona de careina 2% y dexuosa 2%. Este 

Tabla 2.- Medios de Cultivo 

. ~ 

media se utilix5 para el ciccimienm & preculrivos. 
'La concentraci6n de sulfato de amonlo iue 40 mM. 
'La concennaci6n de asparagina (Asn) fue de 7.5 mM para med~os en condicc6n no limitanre de niu6gena. 
'La concencracibn de asparagina fue de 1.5 mM para medlos en condici6n limitante de nm6geno. 
ILas sales adlclonales iueron las reportadas par Norkrans (1969) para el crecinxienro de Debat)imycer hnrenii 
(KH,PO,, K,HPO,, KdO,yNa,SO,). 

MMS: Sales SOX, vitaminas IOOOX, trazas IOOX, glucosa 1%, sulfato de amonio 0.5% y 

NaCl a la molaridad requerida. 

MMDh: Modificado a partu del reportado por Norkrans et. al. 1969. 

SN-Asn-Dh: Sales SOX, vitaminas IOOOX, nazas IOOX, glucosa 1%. Asn coma fuente 

alternativa de nitr6geno a una concentraci6n final de 7.5 mM 6 1.5 mM, KH,PO, 0.7mM, 

K,HPO, 2.6 mM, K,SO, 2mM, Na,SO, 2mM y NaCl a la molaridad requerida. 

Sales Adicionales 
Ninguna 
Ninguna 
Presentes 
Presences 
Presentes 

Medio 
Medio Rico YPD1 
Medio Minlmo (MM) 
Medio mhimo Dh (MMDh) 
SN-Asn 7.5 mM-Dh 
SN.Asn 1.5 mM-Dh 
Para mdai 10s medios de cultivo las concenuaciones de vitaminas, elementos t rza  v sales se aiustaron segGn la 

Fuente de Nitr6xeno 
Peptona 

Sulfato de amonio' 
Sulfato de amoniol 

Asparagina3,* 
Asparagma',' 



CONDICIONES DE CRECUlIENTO 

Mantenimiento de cepas: Las cepas se sembraron en cajas de Petri con medio YPD 

con 0 y 1M de NaCl para S. cerevisiae y D. hansenii respectivamente y lncubaron a 30 "C 

durante 2 6 3 dias. 

Crecimiento de cepas: Se inocularon a partir de una colonia aislada, precultivos en 

media YPD liquid0 con 0 y 1M NaCl segfin sea el caso, 10s cuales se cultlvaron pot un 

period0 de 12 horas a 30 OC a 180 rpm de agiraci6n. Ya crecidas Las c&lulas, se colectaron 

por centrifugaci6n a 3,000 rpm durante 10 mm y se lavaron dos veces con agua 

desionizada. Posteriormente 10s medios experimentales se inocularon a una densidad 6ptica 

(D. 0. ,,) de 0.05. Los cultivos se incubaron a 30 T con agitacidn constante de 180 rpm. 

El crecimiento se monitored midiendo la densidad 6ptica a 600nm en un espectrofotbmetro 

Carl Zeiss PM QII cada ues horas. Para cakular los tiempos de duplicaci6n,Los cultivos se 

dejaron crecer hasta la fase estacionaria, siendo en la fase exponential en donde se calculan 

10s respectivos tiempos de duplicaci6n de la siguiente manera: se grafica el tiempo (t) vs 

D.0.-,, en papel semilogaritmico; se selecciona de manera aleatoria un punto dentro de 

la fase exponential, posteriomente se busca sobre la recta el valor duplicado del punto 

anteriormenre seleccionado y se cuenta el tiempo que tardb en duplicarse el valot de la D. 

0. en el  eje de las ordenadas. Para 10s ensayos emim$ticos, las celulas fueron cultivadas en 

las mismas condiciones que se utilizaron para realizar las curvas de crecimiento. Cuando las 

celulas alcanzaron una D.O.,, de 1.0, se cosecharon par centrifugaci6n y se lavaron con 

H,O desionizada. La pastilla rcsultantc sc guard6 a -70 

DETERMINACI~N DE LA ACTIVIDAD ENZlMhiTlCA 

Obtenci6n de las muestras: 

El crecimiento en cada medio iuc probado sin sal y en concentraciones de 0.5. 1, 1.5 

y 2M de NaCI. Se autoclavearon mauaces Erlen-Meyer dc 250 ml conreniendo 100 ml de 

cultivo y posteriormente se les agreg6 asparagina a la concentraci6n final que se requeria. 

Los medios sc inocularon a una D.O.,, dc 0.05 y iucron mantenidos a 30 T e n  agitacibn 

a 180 rpm en una incubadora Gironlax 703. EL crccimicnto fue monitorcado en un 



espectrofot6metro Carl Zerss PM QII, cada 3 horas hasta aka~lzar la fase estacionaria. Las 

cClulas heron colectadas por centnfugacidn a 2000rpm durante 10 min. Las pastillas se 

lavaron y guardaron a -70 T. 

Obtencion de Extractos 

Amortiguador de  extracci6n general: amortiguador de fosfatos 0.1M pH 7.4 + EDTA 1 

mM. 

Preparacidn de extractos cmdos: Todo el procedimiento se realizi, en frio. A 10 ml de 

amom'guador de extraccidn generd se le agreg6 D n  (reductor de puentes diiulfuro), TCLK y 

PMSF (inhibidores de proteasas) a una concentraci6n final de 1 mM. La pastilla de cClulas 

se resuspendid en lml de este amortiguador y se transfiri6 a un tubo de ensaye para 

romperse mecinicamente con perlas de vidrio de 0.7-1.18 mm de diametro, con seis pulsos 

en v6rtex de 1 min altemados con 1 rnin en hielo. Se recuper6 la mayor parte del extracto 

en un tub0 eppendorf y se centrifug6 a 14,000 rpm en microfuga (Eppendorfcmtnfige 5415 

C). El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo Eppmdorf. 

Cuantificacibn de proteinas: La concentracidn de proteina del extracto crudo se 

deterrnin6 por el metodo de Lowry y cols. (1951). 

Ensayos enzidticos 
Las siguientes fueron las tecn~cas ernpkadas para la realizaci6n de 10s ensayos enzimiticos: 

GDH (glutamato deshidrogenasa-NADPH dependiente) ( Doherty, 1970) 
El amorrigtador dc ensayo consiste de arnortiguador de fosfatos de potasio 1 M (pH 

7.4), 2-oxoglutarato IOrnM y NH,CI 1M. Los cocteles se prepararon de la siguiente forma: 

Cocteles 
Amortiguador de fosfatos IM pH 7 
Z~oxoglutarato I0 nlM 
NH,CI IM 
H20 
Volumen Final 

Completo 
3 ml 

900 p1 
1.5 ml 
24 mi 

29.4 ml 

Sin 2-oxoglutarato 
3 ml 

1.5 ml 
24.9 ml 
29.4 ml 

Sin N+H,CI 
3 ml 

900~1 

25.5 ml 
29.4 ml 



Antes de cada medicibn, a cada uno de 10s tres cocteles se les afiade NADPH a una 

concenrraci6n final de 0.16 mM. El extracto se diluye 1: 10 para realiar las rnediciones. En 

cada celda se coloca 1 mi de cada coctel y un determinado volumen en pi del extracto 

diluido. Se sigue la disminucibn de la absorbancia (A) debida a la oxidaci6n del cofactor a 

una longitud de onda de 340 nrn durante 3 min con ~ntervalos de 20 seg. A partit de 10s 

datos obtenidos para cada celda se calcula la pendiente por minuto. Dichas pendientes son 

restadas de sus controles y el resultado final se calcula con la fbrmula: 

Actividad Especifica (AE) = ml6.22 Iml de alicuota Img de proteina. 

donde m es la pendiente, 6.22 es el coeficiente de extincibn molar del NADPH 1% a 1 cm 

de paso, la alicuota es la cant~dad expresada en ml de extracto crudo utilizado para cada 

ensayo y mgde proteina es la concentraci6n de proteina total del exnacto crudo utilizado. 

La actividad especifica se reporta en : 

pmol NAD(P)H oxidado . mid '  . mg proteina total,' 

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

El coctel de ensayo se real~za de la siguiente manera: se prepara una soluci6n con 2- 

oxoglutarato 6mM, L-glutamina 5.6mM y 12.5 ml de amortiguador de iosfatos de potasio 

1M (pH 7.0) en un volumen final de 112.5 ml; div~dir en 4 frascos con 28.13 ml cada uno. 

Se prepara Azaserina a una concentracibn de 50 mM, quc sc usa como control negativo. 

Para llevar a cab0 las medicioncs, cn cada celda se adiciona lo siguiente: 

1 Stn Azaserina I Azaserina (control negacivo) 
I 900p1 1 9Wg 

Azaserina I .... I IOOpl 
H2O loop1 >--- 

Antes de cada mcdici6n, a cada coctcl se lc anadc NADH a una concentraci6n final 

dc 0.18mM. En cada cclde se coloca 1 ml dc cada coctcl y un dctcrminado volumcn en pI 

del extract0 crudo. Sc siguc la d1sminuci6n dc la absorbancia (A) dcbida a la oxidaci6n dcl 
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cofactor a una longitud de onda de 340 nm durante 3 min con intervalos de 15 seg. A partir 

de 10s datos obtenldos para cada celda, con y sin azasenna, se cakula la pendiente par 

mmuto. Las pendientes son restadas y el resultado se sustituye en la f6rmula para calcular la 

A. E. de la enzima: 

A.E.= m16.22 Iml de alicuota Img de proteina. 

La actividad especifica se reporta en: 

wmol NADH oddado . mid' . mg total proteina.' 

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

Materiales y reactivos 
-Amortiguador de iosfatos, 0.2 M, pH 8.6, conteniendo 2% de P-mercaptoetanol. 
-2-oxoglutarato, 10 mM neutralizado con KOH. 
-NADH, 1 mM. 
.LGlutamina, 100 mM 

Procedimiento: Estos reactivos son ariadidos a una cubeta de 1 ml en  las siguientes 

cantidades: 0.5 ml de amortiguador de fosiatos, 100 PI de 2-oxoglutarato, 100 pi de NADH, 

50 p1 de extract0 crudo y 200 pl de H,O. La velocidad del decrement0 en la absorbancia a 

340 nm es monitoreada a 25 QC antes y despuks de la adici6n de 50 p1 de soluci6n de 

glutamina. La primera mcdici6n sirve como una estimaci6n de fondo de la oxidaci6n del 

NADH, el cual es restado de la velocidad de la actividad dependiente de glutamina. Esta 

actividad es expresada en: 

pmol NADH . oxidado min.' . mg proteina.' 

Para asegurar que la oxidaci6n del NADH sea resultado dc la activldad de la enzima 

GOGAT y no de la accividad del alguna glutaminasa ylo glutamato deshidrogenasa, se 

aiiade NH,Cl a la cubcta antes de aiiadir la soluci6n de glutamina. La velocidad de 

oxidaci6n es restada a la actividad dc la GOGAT dcpendientc dc glutamina. Se recomienda 

quc el arnortiguador de cxtracci6n contenga altos nivcles dc agcnrcs rcductorcs. El 



amortiguador usado para este ensayo contlene 10 mM de DDT , 2% vlv 2-mercaptoetanol, 

PMSF (10 p1110 ml) y TLCK (50 pV10 ml). 

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

El amornguador de ensayo consiste en T r ~ s  acetatos 50 mM y EDTA 0.5 mM pH a 

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

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

separado: 

Reactiva I Concentracdn en amortiguador de / 

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

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

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

Reactiuo para detener la reaccih: TCA 10 g, HCI 10.35 ml, llevados a 250 ml. Filtrar 

3 veces con papel Whatman y guardar protegido de la luz a remperatura ambiente. 

Protocolo: 

1. Poner bafio a 30 'C. 

2. Vertir 2 ml del cocrel de ensayo preparado en cada tubo (marcar cada tub0 coil el 

tiempo que se vaya a dejar correr la reacci6n). Hacer pot lo menos 6 tlempos 

diferentes entre 0 y 16 minutos (cj. O', l', 2', 4', 8', y 16'). 

3. A1 tubo niarcado como tiempo " 0 ", se lc agrega 1 ml dcl Reactiuo de Parar y 

posteriormenre se le afiaden 0.5 mg de proteina del evtracto crudo. Agitar en 

VOItCX. 

4. lniciar las reaccioncs con 0.5 mg de protcina a cada tubo. 

5. Transcurrido cl ticmpo dc incubaci61i dc cada tubo, sc detiene la rcacci6n 

agregando 1 1n1 dcl Reactiuo de Parar. 



6. Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm 

7. Leer la absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 500 nm. 

La actividad especifica se reporta en: 

pmol y-glutamil hidroxamato producido . min.' . mg total proteins' 

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

Procedimiento. La mezcla de reaccdn es preparada con 10s s~guientes voliimenes de 10s 

reactivos: 2 ml de amortyuador de Imldazol, 4 ml de glutamina, 0.6 rnl de MnSO,, 0.8 ml 

de ADP, 0.4 rnl de atsenato y 2.2 ml de H,O. 

Materiales y reactivos 
-Amortiguador de Imidazol-HCI ,0.5 M, pH 7.0 
-Glutamha, 0.15 M. 
Sulfato de manganese, 0.1 M. 
-ADP, 0.01 M, pH 7.0. 
.Arsenato de Sodio, 1.0 M, pH 7.0. 
-Soluci6n de hidtoxilamina: rnezclar volhenes  iguales de NH,OH,HCI 1 M y 
NaOH 1 M justo antes de usar. 
-Reactive de FeC1,: Mezclar 10% w/v FeCIj6H,0, 24% wlv acid0 tncloroac~tico. HCI 6M 
y agua en proporclones 8:2:1:13. 
-y-glutamil hidroxamato, 10 mM (estandar). 

El ensayo de rransferasa contiene 0.5 ml de la mezcla de reacclbn, extract0 y agua 

hasta llegar a un volumen final de 0.9 ml. lncubar a 25 9C por 5 min. La reacci6n es iniciada 

por la adicibn de 0.1 ml de soluci6n de hidroxllamina y se incuba a 25 "C por 15 min. La 

reaccibn de deticnc afiadiendo 2 ml del reactlvo de FeCI,. lncluir un control negativo el 

cual no tendra hidroxilamina. Los cnsayos sc cencnfugan a 5000 rpm por 10 min y la 

absorbancia del sobrenadante cs mcdida a 540 nm. El valor de la absorbancia sc sustituye en 

la siguicntc f6mlula: 

La actividad dc transfcrasa es cxprcsada como: 

pmoles de y-glutamil hidroxamato . mid'  . mg proteins.' 



RESULTADOS 

En este trabajo se analizaron de manera sistemitica tres medios para el crec~miento 

de D. hnsenii MMS, MMDh, y SN-Asn-Dh (ver Material y Mttodos). Se utihz6 

inicialnlente el medio MMS, el cual se emplea generalmente para crecer a S. cerevisiae. Lo 

que se observ6 fue que D. hanrenii present6 un tiempo de duplicaci6n cuatro veces mayor 

que S. cerevisiae en condiciones sin NaCl en el medio. Cuando se le adicion6 NaC1, el 

tiempo de duplicacihn de D. h e n i i  se redujo de 8 a 6 hrs, mientras que S. cerevisiae 

aument6 su tiempo de duplicaci6n conforme se incrementaba la concentraci6n de NaCl 

(Fig. I y Tabla 3). 

Fw, 1.5 em,isim y D. hmmii  fueron culovadas en d medm UMS. La velocidad dc creumienco 
sc "e modificada en S. coevisine cuando sc lc adiciona NaCi al mcdio, mienros quc D. hmri no 
modifica susrancialmenre rus riemws de dapl~caclbn cn preaencia de NaCl a psar de sue la 



Tabla 3.- Tiempos de dupIicacl6n de S cerrvirim y D hanrenii culrivadas en el medm MMS 8 

diferenres concenrraciones de NaCl 

Paralelamente se prepararon medias mfnimos sblidos, suplementados con los 20 

aminoicidos, para detectar posibles auxotrofias. No se encontr6 nmguna, pero se observ6 

que 10s amino6,cidos que permitian un mejor crecimiento fueron: asparagina (Asn), 

glutamina (Gln) y prolina (Pro); de estos rres, la Asn demostrb ser la mejor fuente de 

nitr6geno (datos no mostrados). 

En la literatura se report6 un medio de crecimiento para D. hunsenii (Norkrans y 

Kylin, 1969), el cual fue probado y modificado; a este medio se le denommnb MMDh (ver 

Material y Mktodos). En dicho medio se observ6 que 3. cerevisiae redujo l~geramente sus 

tiempos de duplicaci6n en comparaci6n con el med~o MMS, ademis en condiciones de alta 

osmolaridad 0.5 M de NaCI, su tiempo de duplicaci6n es muy similar a1 presentado en 

condiciones sin NaC1. Por otro lado, D. hamenii redujo su tiempo de duplicaci6n a casi la 

mitad que el mostrado en MMS. Como se puede observar en la tabla 4, 10s tiempos de 

dupllcaci6n para D. hansmii enlas tres primeras condic~ones (0, 0.5 y l M ) ,  no presenta una 

diferencia significativa, pero se puede evidenciar que en presencla de sal se reducen 10s 

tiempos de duplicaci6n. Dicho fen6meno tambikn se present6 en el med~o MMS (Fig. 2 y 

Tabla 4). 

El medio MMDh se modific6 en el laboratorio; asi, sc sustituy6 la fucnte de 

nitr6gen0, cambiando el sulfato de amonio pot asparagina a una co1lcentraci6n de 7.5 mM, 

ya que corno se report6 anteriormente permitia un mcjor crccimicnto. A csre nuevo mcdio 

se le denomin6 SN-Asn -Dh (ver Material y Mktodos). 
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10, en comparacibn a1 rnedio MMS que s61o permitid, un creclinlento por debalo de eaa  

densidad (Fig 3 y tabla 5). 

Tabla 5 . .  T~cmps  de dupiicacibn obtenidos para S ,  cereuurine y D. hnnrmticuando se cantbib la fuenrc 
de lurrbeeno nor Asn a una concenrrac~dn de 7.5 mM. 

'"1 S. cerevfsiae D hanseno 

Debido a que el n~edio SNeAsn-Dh pem~itia una velocidad de crecimiento igual que 

cl rnedio MMDh, asi como tambifn un mayor crecimiento celular en prescncia de NaCI, D. 

hansenii parccia contender mejor con la alta osmolaridad producido por el NaCI, 

selcccionamos esre medio para medir la acrividad cspccifica dc GDH, GOGAT y GS, 

cnzlmas relacionadas con la asimilaci6n de amonio. La determinaci6n dc las actividades 
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especificas se realizb pot 10s metodos de Doherty (1970), Ferguson &Sims (1974) y Roon y 

cols. (1974) respectivamente. 

GDH 

Se determinb la actividad especifica en el medio SN-Asn 7.5mM-Dh en 5 diferentes 

concentraclones sin sal y con 0.5, 1, 1.5 y 2M de sal, s e g h  el metodo de Doherty (1970). 

Cuando se culr1v6 a D. h e n u  en el medio SN-Asn 7.5 mM-Dh en ausencia de 

NaC1, esta enzima present6 una actlvidad especifica de 0.15 pmol de NADPH oxidado . 

mid . mg total proteins.'; en cambio, cuando fut cultivada en presencia de NaC1, la 

actividad especifica registrada de la ellrima fue 3 veces mas alta en todas las condiciones 

con NaCl (0.5, 1, 1.5 y 2M), presentando un pic0 mSxirno de actividad a una concentraci6n 

de 1M d e  NaCl (Fig. 4 y tabla 6). Con base en lo anterior, se decidi6 que las siguientes 

determinaciones enzimiticas se realizarian en condic~ones de 0 y 1M de NaCI. 

i 
Actividad especifica de GDH en 

i medio SN-Asn 7.5 mM-Dh 
0.6 r 

j 0 0.5 1 1.5 2 

Molaridad (NaCI) 1 
1 ' ~  < - 1. 'n2.ma ti014 Jc D n9men.t cdmdo ,F c.li8rb en E .  medio SS-Am 1 5  m\L-Uh pre,<aa Lna 
~ r l t r  ,:ad crpe::Cca cace 0 15 srcl dc NADPH ox#d-So mtn mg tor, pro~c:na cn a.lcnc13 (IC 131 Cumdo 
<c ercc: cn ;ona#.lon;,dc ni. la mz.m~aum:al , i s  n8velsr de acl!\$dad on promcdio in.$ gccci mi. 



Sn-Asn 1.5 rnM-Dh 

Sn-Asn 1.5 mM-Dh 

Tabla 6 .  Aetividader specificas de iar ires enzirnas que panlc~pan cn la arlmilaci6n del amonio, obienidas con 
diferentcs metadalogi~ en lor medior senalador en prcscnsia y ausencla de sal. *Cofacror NADPH. 
**Cofaeior NADH, 'metodo de Dohecry (1970). 'metado de Ferguson & Sims (1974). 'm&rado d r  Rmn .I nl 
(1974), k&cdode  Boland yBenny (1977).'m&radode Shaplra y Sradtman (1970) 

GS y GOGAT 

Inicialmente se utilizaron 10s metodos de Ferguson & Si~ns (1974) y Roon y cols. 

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

Para deterrninar la actividad de GOGAT, se utiliz6 un inhibidor competitivo de 

glutamina; el m b  utilizado es azaserina (IgeAo et al., 1993) (Fig 5). 



Fig. 5. Errnrnum dc la glutamma (iquierda) y de la azarerina (derecha). 

A las pendientes obtenidas del ensayo sin inhibidor se le restan las del ensayo con 

~nhibidor. La diferencia es la pendiente por mlnuto con la cual se calcula la actividad 

especifica. En 10s resultados obtenidos, las muestras con y sin inhibidor presentaron 

pendientes similares, por lo que al ser restadas y calcular la actividad especifica dieron un 

resultado de 0.0015 pmol de NADH oxidado . mm" . mg de proteina total-', lo cual indica 

una baja actividad de GOGAT. 

por lo que respecta a GS, no se pudo registrar actividad por el metodo arriba 

mencionado en ninguna de las dos condlciones de sal, en comparaci6n a1 control 5. 

cereviriac. 

Se sabc que en SdmoneUa cyphymunum el ciclo GSIGOGAT es utilizado en 

condic~oncs limitantcs de nitr6geno (52 mM). Esto se debe por que la GS tiene una alta 

afinidad por el amonio. No obstante cuando hay altas concentraciones exterm de amonio 

este ciclo decrece, debido al decrement0 en la actividad de GS, que ocurre como 

consecuencia de una modificaci6n covalente debido a una adenilaci6n por medio de una 

adeniniltransferasa. En contraste con la GDH, la cual funciona eficientemente s610 a altas 

concentraciones de NH,I extemo, pues su afinidad por este sustrato es baja v a n  et d., 

1996). 



Por lo anterior, pensamos que el exceso de asparagina como fuente de nitrdgeno, 

podrra estar activando la via de GDH e inhibiendo La via GS/GOGAT. Debido a esto se 

decldid reducir la concentracidn de la fuente de n~trdgeno en nuestro med~o de 7.5mM a 

1.5mM. Lo que se esperaba a1 disminuir la concentracibn de amonio en el medio era generar 

una condicidn ltmitante de nitr6gen0, con lo cuai se permltiria acttvar la via GSIGOGAT y 

asi poder medir la act~v~dad de dichas enzimas. Se realizd la curva de crecimlento 

correspondiente y se compard con 10s datos ohtenidas de la curva de crecimiento en medio 

SncAsn 7.5 mM-Dh. Lo que se aprecia es que ambas curvas presentaron el mismo tiempo de 

duplicacidn (Fig. 6 y tabla 7). 

- 

D hmwii ,m 

-SNAsn 7.5 M M  M 

o S N A s n 7 5 M M t M  

0.1 

0 01 
o 30 w m im rso o 30 50 m im 1% 

T w  lb) SenPo (b) 

Fig 6.  D hanrcniz. en cand~cioncs limitantes y no limltanter de nitr6gm0, prcrenta lor mirmos tiempos dc 
duplicaci6n. El medm con Am a una conccntracdn dc 7.5 mM pcrmits un mayor crccimicnto en la f%e 
cstaclonaria. 



[NaCIl I Asn [l9 mM1 I Asn 17.5 mM1 
,-..- 4.7 h 1 4.0 h 
1M 1 4.1 h 3.8 h 

Tabla 7.- Los tiempas de duplicaclbn de D. hansenli ron sirnilares en ambas concenuaciones de 
AS". El td en la condici6n 1.5 mM dc Asn en ausencia de NaCl fue cI mar alto. Este fenbmeno sc 
nre.nt6 en todns lor nuestior caws reelshador. 

Por lo expuesto antenormente, se procedit, la medici6n enzirnatica con este rned~o 

utilizando 10s mktodos antenores, sin embargo se obtuvieron resultados sirnilares. Se decidit, 

entonces probar con ocra una tkcnica reportada para las enzimas en cuesti6n 

(GSIGOGAT). Los m6todos utilizados para GOGAT heron 10s de Boland y Benny (1977) 

y 10s de Shapiro y Stadtman (1970) para GS (ver Material y Mktodos). 

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

1 

L -- . - J 
Fig.?. Actividad erpeeifica dc GOGAT en D homenu culcivada en mcdio Sn-Asn 1.5 mM-Dh, m 
dos difercnter eanccnvacioner dc sal. La A.E. ngiruada en eondicioner con ral, llcga a rei dc hasta 
cinea veccr la actividad ngistradaen condicianer sin sal. 

En el caso dc la GOGAT, lo que encontrarnos fue una actividad de 0.02 prnol de 

NADH oxidado . min.' . mg total proteins.' en condicioncs sin NaCI, mientras que cn 



condiciones de 1M de NaC1, la actividad se increment6 hasta dos veces (Fig. 7 y Tabla 6). 

Hay que sefialar que la desviaci6n estindar es muy grande. 

La actividad de la enzima GS present6 un fen6rneno s~milar. Cuando se crecd a D 

hansenii en presencia de sal, se registr6 una mayor actividad enziminca en comparaci6n con 

las actividades presentadas a1 cultivarse sin sal. La activ~dad registrada para las condiclones 

sin sal heron de 0.05 pmol de NADH oxidado . m~n.' . mg total proteins.', 

incrementindose hasta dos veces la actividad de la enzima en presencia de sal (Fig. 8). 

Actividad especifica de GS en 
medio SN-Asn 1.5 mM-Dh 

I - 0 16 - 
0.14 5 2 ! 

$ 0.12 i 
P 0. i 
.c 0.1 - * 
$ 3 0.08 ' 0.06 x; -, E 0.04 

5 0.02 
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Flg. 8. Actividad upccifica de GS de D, hnmenli cullivada en mcdlo Sn-Am 1 5 mM-Dh sln ral y 
con IM dc sal. Se pucde ob~rvar  que euanda re cieee a D, hamenit en prcsfncla dc sal la acrividad 
cspesitica quc prcscnndicha snzima llcga a rsr del doblc a la rcgirlrada cn condlciones rln sal 

Stn embargo, aunque se pudo cuantificar cierta de acrividad espccifica, el resultado 

es una acrividad diez veces menor que la que se determin6 para S. cereviriae (Fig. 9). 



Actividad especifica de GS en 
I 
! rnedio SN-Asn 1.5 mM-Dh 

OM-NaCI 1M-NaCI Control Sc 

~- 
Medios 

-. 

Fig 9 - Tanto D hansenii como S. ceievirtoe fueion cultivadas en condiciones limitantes de 
nltidgeno. La actwidad dc GS iegirtrada en la IevadvraS eerevrrior er diez vecer mayor que 
la regiarada en D hamen! en prerencia y aurencia de $81. 

Posteriormente nos enfocamos a determinar la actividad de la enzima GDH, de la 

cual se derermin6 la actlvidad especifica en esta cond~cdn lim~rante de nitr6geno. Lo que 

encontramos Cue que la enzima se comport6 de manera similar en las dos condiciones de 

nirr6geno (7.5 mM y 1.5 mM) (Fig. 101, esto es, en ausencia de sal y con 1.5 y 7.5 mM de 

asparagina como fuente de nirr6geno. La actividad observada fue de 0.155 pmol de 

NADPH oxidado - min.' . mg total proteins-', mienrras que en presencia de sal con 1.5 y 7.5 

mM de Asn, la actividad presenrada fuc de 0.45 pmol de NADPH ox~dado . min-' . mg total 

proreina-'. 
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Comparacibn de la actividad especifica de GDH en 
medio "SN-Asn-Dh" en diferentes conc. de Asn i 
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Fig 10.- Las activtdader cnnm&tieas de GDH de D honrenzi, en 7.5 y 1 5 mM de Asn en la dar 
cond~cioner dc NaCi (0 y I M), fucron muy similares La actividad en 1.5 m M  re inermenfa 
apionirnadamente Ires vecer en condieioncs tanto con NaCl corno con 7.5mM de Asn 

Por otro lado, se ha visto que la enzirna GDH de algunos organismos ademas de 

presentar una actividad NADP+-GDH dependiente, presenta una actividad dependiente de 

NAD+. Por esta raz6n, se realizaron ensayos enzirnAticos para deterrninar si la enzima GDH 

de D. hmuenii presenta actividad con arnbos cofactores en condici6n limitante de nitr6gen0, 

pero con Asn y sulfato de arnonio corno fuenre de nitr6geno en ausencia de sal 

Corno podemos observar en la figura 11, la enzima GDH present6 un rnejor 

funcionamiento y preferencia por el cofactor NADPH tanto con asparagina como con 

sulfaro de amonio corno fuentes de nitr6geno; no obstante, las c6lulas obtenidas del medio 

con asparagina tienen una mayor actividad de la enzirna que las que provienen del medio 

con sulfato de arnonio. Asimismo, la actividad reglstrada con el cofactor NADH fue de 

0.046 pmolas para la condici6n con sulfato de arnonio y de 0.035 pmolas para la condici6n 

con asparagina. 



I Actividad especifica de GDH en SN- I Actividad especifica de GDH en 
Asn 1.5 mM-Dh OM-NaCI 
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DISCUSION 

De 10s tres medios aqui probados, el que permiti6 una veloc~dad de crec~miento 

mayor y most16 una mayor masa celular reflejado en la D. 0. que afcanza, fue el med~o 

denominado Sn-Asn-Dh. Dicho med~o fue reportado por Norkrans y cols. (1969) y 

modhcado en nuestro laboratono. El hecho de que D. hansenii pueda crecer mas en este 

med~o que en  10s otros dos se debe a que este medio est8 suplementado con sales de potasio 

y de sodio y que la asparagina es una mejor fuente de n~trbgeno, ya que es mas ficilmente 

metabolizada que el sulfato de amonlo. 

Por otro lado, cuando se aument6 la concentracdn de NaCl en 10s diferentes 

medios, la levadura S. cerevisiae aumentaba su fase lag as? como su tiempo de duplicaci6n, 

mientras que D. hansenii presentaba el fenbmeno inverso. Esto era de esperarse, ya que D. 

hansenii es una levadura manna y por lo tanto posee un metabohsmo diseaado y adaptado 

que le permite crecer bajo condiciones de alta salinidad. Por lo anterior se puede decir que 

D. hansenii masque ser una levadura halotolerante es una levadura habfita, mlentras que S. 

cerevbia parece ser halotolerante. 

Asimismo, si comparamos 10s tlempos de duplicaci6n de la curva de crecimiento de 

D. hansenii cultivada en medio SN-Asn-Dh en ausencia y presencia de NaC1, vemos que 

estos se mantienen en un rango de 4.0.4.5 hrs. La duracibn de la fase fag se lncrementa de 

manera directa con el aumento de NaCl. Probablemente este period0 de uenlpo es el que le 

toma a D. hansenii ajustar su potencial osm6tico Interno para posteriormenre comenzar a 

crecet. 

De 10s ensayos enzimaticos de GDH, GS y GOGAT rcallzados cu el nlcdio Sn-Asn- 

Dh con sulfato de amonio y asparagina como fuenres de amonio en condiciones lin~itantes y 

no limitantes de nitr6geno cn ausencia y prcscncla de 1M dc NaCI, cncontramos lo 

siguientc: 



G D H 

La enzima GDH-NAPDH dependlente, cuando D. hansenii se cultivb en el medio 

anterlormente mencionado a una concentracidn de 7.5 mM de Asn, most16 un aumento de 

3 veces en la actividad enzimatica en condiciones de alta salinidad (1M de NaCL) en 

comparacidn a cuando se encuentra en ausencia de NaCL. Este increment0 en la actividad 

tal vez se debe a que en condiciones de estres osm6tico D. hansenii incrementa la tasa de 

producci6n de glutamato a naves de la enzima encargada de sintet'izarlo (GDH), pues este 

aminoicido se ha reportado como un osmolito protector en diferentes organismos y se sabe 

que en otros organismos se emplea para contender con el estres osm6tico extracelular 

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

Desde el punto de vista metab6lic0, el glutamato es de gran importancia, ya que 

consntuye una de las dos rutas de entrada de amonio a la celula en la asimilaci6n de 

nitr6geno; asimismo, este aminoicido es esencial en la producci6n de otros aminoicidos, 

como glutamina, aminoacido que constituye la otra ruta de entrada del amonio; prolina y 

arginina, a naves de transaminaciones; derivados de aminoAcidos, etc. Finalmente, la 

producci6n eficiente de glutamato y 10s productos de este, repercute en la capacidad de la 

celula para llevar a cab0 la sintesis de proteinas. 

G S I G O G A T  

Cuando se intent6 determinar la actividad especifica de las enzimas de la ruta 

GSIGOGAT, no se obtuvieron resultados concluyentes. Se ha reportado que la via 

GSIGOGAT se activa en condiciones limitantes de nitr6geno (2 2 mM) (Yan, 1996); 

debido a esto, decidimos disminuir la concentraci6n de la fuente de nitr6geno del medio, de 

7.5 y a 1.5 mM; esta ~ l t ima  ya se considera condici6n limitante de nitr6geno. EL inhibidor 

compecitlvo pot excclencia de la GOGAT es la azaserina, que es un compuesto analog0 a 

la glutamma. Este inhibidor se utiliz6 cuando se efectuaron 10s ensayos enzimAticos, sin 

embargo la actividad de la enzima no fuc difercnte en presencia de este compuesto, 

parcciendo no inhibit la enzima. Debido a lo anterior, se emple6 la ticnica de Boland y 



Benny (1977), que no requiere de este inhibidor para med~t la actividad enzimatica de la 

GOGAT. 

A pesar de implementar esta otra tkcnica las actividades especificas determinadas 

para la GOGAT en condiciones sin y con 1M de NaCl fueron muy bajas y no mosttaron 

diferencias ~i~nificativas, pues la desviaci6n estindar de cada una de ellas es muy grande, lo 

que probablemente sugiere que la causa de esta baja o casi nula actividad enzimitica se deba 

a que las co dic~ones de crecimiento utilizadas en este nabajo no Sean las 6ptimas para 

medu esta e 1 ima o que las tkcnicas no pennitan una adecuada valorizaci6n de esta 

actividad enzimitica. 

Por otro lado, las actividades de GS en presencia de NaCl son dos veces mayores que 

las calculadas en la condici6n sin sal, 0.05 y 0.1 pmol de y-glutamil-hidroxamato . m ~ '  . 

mg total proteins.', respectivamente. No obstante, si comparamos estas actividades con las 

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

Asi, en nuestro estudio, no se pudieron determinar las actividades especificas de 

estas dos enzimas de manera confiable. Lo anterior no quiere decir que 10s genes que 

codifican para dichas enzimas no esten presentes o que no puedan ser nanscritos; no 

obstante se ha reportado que en algunos organismos como Saccharomyces cerevisiae. Candida 

utilis y Candida boidinii la ruta metab6lica en la cual estin implicadas las enzimas GS y 

GOGAT no juega un papel significativo en la asimilaci6n de amonio (Holmes, 1989). 

En cuanto a la importancia metab6lica de la glutamina, esta constituye una ruta 

similar a la del glutamato, involucrada en la entrada de amonio a la cklula. La gluramina es 

precursor de aminoicidos como triptofano e histidina, de nucle6tidos, aminoazhcares y 

glicoprotehas. Esto da una idca de la importancia de este aminoicido en el metabolismo 

integral de la cfilula, yes por lo anterior que la enzima (GS) que sintctiza a este aminoicido 

deba esrar presente en D. hawenii. Debemos buscar condiciones adecuadas para medir 

eficientemente esta enzima en esta levadura marina. 



Finalmenre, pensamos que la responsable de llevar a cab0 la asimilaci6n del amonio 

en condiciones limitantes y no limitantes de nitr6geno en D. hansenii es la enzima GDH- 

NADPH dependiente. Para demostrarlo, decidimos determinar la actlvidad enzimitica de la 

GDH e n  condiciones limitantes de nltrbgeno (1.5 mM Asn), encontrando que la enzima 

tiene act~vidades emimiticas similares a las mostradas en condiciones no limitantes de 

nitr6geno (7.5 mM Asn) en presencla o ausencia de NaCI. Asirnismo, se determine la 

actividad de esta enzima en condiciones limitantes de nitr6geno pero con sulfato de amonlo 

como fuente de amonio; la actividad registrada fue de 0.07 p o l  de NADPH oxidado . min. 

' . mg total proteins.' en comparacibn a la registrada en presencia de Asn como fuente de 

nidgeno (0.14 pmol de NADPH oxidado . min' . mg total proteins-'). Esto correlaciona 

con lo encontrado en 10s cultivos sblidos (datos no mostrados), en donde se observa un 

mayor crecimiento de D. hansenii en 10s medios suplementados con Asn. 

Esto tambien nos indica que la asrmilacibn del amonlo, con esta fuente de nitrbgeno, 

no se lleva a cab0 de manera tan eficiente como lo hace con asparagina. 

Cuando la asparagina se encuentra en el medio intracelular, es h~drolizada pot una 

L-aspara+3nasa, generando aspartato y amonio (NH,+), como se muestra en la siguiente 

reacci6n: 
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El aspartaro es transaminado por una nansaminasa generando una rnol&cula de 

glutamato y otra de oxaloacetato corno product0 de la reacci6n (Voet &Voet, 1995). 

-04- c\= C =C =O 

NH; 

Aspartato 
n 

Nosonos pensamos que la causa de que se observe un mejor crecirniento cuando se 

adrniniara Asn al rnedio en lugar de sulfato de arnonio, se debe a lo s~guienre: 

El amonio generado de la hidr6lisis de la asparagina es tornado poi la enzima GDH 

para formar glutamato. 
NADPH N A D P i  

@.-,Q 
NH,* i. 2-oxoglutarato ODH 'glutamto + NADP' 

Pot otto lado, la reacci6n que da origen a1 oxaloacerato a partir de asparrato origina 

corno subproducto de la reacci6n una rnolCcula de glutarnaro. De esta manera se podrian 

obtener dos mol6culas de icido glutimico, mienmas que cuando se cultiva con sulfato de 

arnonio como h i c a  fuente de nitr6geno sc obtiene s61o una rnolecula de Acido glutimico, lo 

que explicaria el pot quC se observa un rnejor crecimiento con asparagina corno fuente de 

nitr6geno. 



CONCLUSIONES 

.:* El medio mfnimo SN-Asn -Dl1 disefiado y probado en el laboratorio permite el 

crecimiento 6ptimo de la levadura marina D. hansenii. 

':+ La asparagina favorece el crecimiento de Debaqomyces hansenii y 5. cereuisiae cuando se 

utiliza como finica fuente de nitr6geno. 

6 De manera general, 10s tiempos de duplicaci6n de D. hunsenii en presencla y ausencla de 

sai en medio con asparagina son similares, es decir, su crecim~ento es independlente de 

la presencia de NaCl en el medio de cultivo; en cambio S, cereuisiae aumenta su tiempo 

de duplicaci6n en presencia de esta sal. Esto nos sugiere que D. hansenu se conxporta 

como una levadura halofi?ca mientras que S. cerevisiae se conxporta como una levadura 

halotolerante. 

+:+ La actividad de la enzima Glutamato Deshidrogenasa depend~ente de NADPH (GDH 

biosintktica) de D. hansenii se incrementa por lo menos nes veces en presencla de 1M de 

NaCl en relaci6n a la actividad registrada en ausencia de sal. Por otro lado la poza 

intracelular de glutamato no se incrementa cuando se crece a D. hansenii en presencia 

de 1M de NaCI. Lo antetior nos hace pensar que existe una inhibici6n de esta enzima 

en aitas concentraciones intracelulares de NaCI, par lo que la c&lula probablemente 

incrementaria la sintesis de dicha enzima para compensar o mas bien ~gualar o 

mantener 10s niveles basales de glutamato intracelular. 

8 Las actividades mostradas por la enzima GOGAT en condic~ones limitantes dc 

nitr6geno son muy bajas, no se observa inhibici6n en presencia de azaserina, y ademis 

presenta una desviaci6n estandar muy grande, lo que sugiere que la activ~dad 

detenninada pueda ser artefact0 de la tkcnica empleada. Esto conlleva a probar otras 

tkcnicas mediante las cuales la actividad de dicha enzima sea detectable. Por otro lado, 

la enzima glutamino sintetasa (GS) pudo ser medida por el mktodo de Shapiro y 

Stadtman (1970). A pesar de que las actividades son bajas, sc observa un aumcnto cn la 

actividad de la enzima cn condiciones dc 1M dc NaCI, dos veccs mis, qite cn 

condic~oncs sin sal; csto nos sugcriria a1 igual que la enzima GDH, que el aumcnto en la 

conccntraci6n intracelular de NaCl afecta de mancra ncgativa a csta cnzima 



decreciendo su actividad enzimitica , pot lo que la cilula tendria que incrementar la 

sintesis de esta enzima. 

+:. Cuando se comparan las actividades especificas de GS de la levadura D. hansmii con las 

observadas en el control (S. cereuisiae), las activ~dades especificas son diez veces menores 

en las rnlsmas condic~ones de crec~miento. 

.:. La enzima GDH de D. hansenii tiene una actividad especifica muy similar cuando se 

cultiva en concentraciones de 1.5 y 7.5 mM de asparagina en ausencia y presencia de 

NaCL, lo que sugiere que por esta via se lleva a cab0 principalmente la asimilacibn del 

amonio en esta levadura halotolerante. 
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