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RESUMEN

Debaryomyces hansenii es una levadura que se caracteriza por su alta tolerancia
al sodio y al pH alcalino; su halotolerancia resulta de diferentes estrategias de
adaptacion como la osmoregulacion, que involucra el transporte para la expulsion
de sodio y la sintesis de compuestos organicos compatibles que favorecen las
funciones celulares en presencia de este cation. En D. hansenii al igual que en
otras levaduras halotolerantes, se ha encontrado el aumento en la expresion de
genes de halorespuesta como HOGL1, ENAL, ENA2, GPD1, GPP, NHX1 y KHAL;
sin embargo, este numero reducido de genes no permite tener un modelo
completo que explique la osmorregulacion. Es por ello pertinente la busqueda de
nuevos genes de halorespuesta. Calderén-Torres et al. (2006) encontraron que en
D. hansenii la exposicion continua a NaCl 2M estimula el aumento en la expresion
de DhARO4; este gen codifica para la enzima 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-
fosfato sintetasa, involucrada en la biosintesis de los aminoécidos aroméaticos
(Phe, Tyry Trp); sin embargo, no determinaron el papel fisiologico del aumento de
la expresion de DhARO4 durante el estrés hipersalino. En un trabajo previamente
realizado en el laboratorio se determiné que el aumento en la expresion de
DhARO4 conduce al aumento significativo de la actividad especifica de DhAro4p
en presencia de NaCl 2 M (Calderon-Torres et al., 2011); y que la alta actividad
especifica de DhARO4 no lleva al aumento de tirosina libre. Por lo tanto, un
objetivo primordial de este proyecto fue demostrar que este aminoacido es
oxidado inmediatamente a 3-nitrotirosina, como respuesta para contrarrestar los
efectos del estrés oxidante producido durante el estrés salino. Para confirmar que
la tirosina recién sintetizada es un blanco de oxidacion, se midieron las especies
reactivas de oxigeno (ERO’s) en células completas con 2°7 -diacetato de
diclorodihidrofluoresceina; se encontré que las ERQO’s aumentan en presencia de
NaCl 2 M. También se evalud la respiraciéon celular en presencia y ausencia de
NaCl 2 M; y se encontr6 que la respiracion celular aumenta al incrementarse la
concentracion de sodio en el medio de cultivo. Mediante espectrofotometria de
fluorescencia y cromatografia de capa fina se confirmé la formacion de 3-

nitrotirosina. También se encontrd que al afiadir un exceso de tirosina a medios de
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cultivo con NaCl 2 M, disminuye el retardo del crecimiento observado en D.
hansenii en presencia de NaCl 2 M. Nuestros resultados demuestran que en
condiciones de estrés hipersalino D. hansenii responde al estrés oxidante

mediante la sintesis de novo de tirosina y su oxidacion a 3-nitrotirosina.
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INTRODUCCION

Las levaduras han estado ligadas a la vida humana desde la antigiedad, por la
produccion de cerveza, vino y pan. Los primeros reportes aparecen en Sumeria
alrededor del afio 7000 AC (Souciet et. al., 2000). Tienen importancia a nivel
industrial y biomédico por sus productos metabdlicos como las vitaminas, el
etanol, el &cido citrico, los lipidos, etc. En la actualidad se les utiliza en disciplinas
como la genética y la biologia molecular. Dado lo pequefio de su genoma (6000
genes aproximadamente (Dujon et al.,, 2004) se han utilizado para explorar
preguntas de la evoluciéon del genoma en eucariontes, por medio del analisis
comparativo entre muy diversas especies, incluyendo la humana; aunado a lo
anterior, es importante sefialar que el primer organismo del que se obtuvo la
secuencia completa de su genoma fue la levadura Saccharomyces cerevisiae y
gue este avance contribuyé de forma significativa al desarrollo de las ciencias
genomicas (Souciet et. al., 2000).

Las levaduras pertenecen al reino fungi, que incluye una gran diversidad de
hongos; las levaduras corresponden a la clase Ascomycota (McNeill, 1979).
Actualmente la clase de los ascomicetos esta compuesta por 3 Qrupos:
Archiascomicetos, Euascomicetos y Hemiascomicetos; las levaduras pertenecen a
este Ultimo grupo (Souciet et. al., 2000). Los hemiascomicetos tienen un ciclo de
vida con una fase de crecimiento unicelular en la que se reproducen por gemacion
o fusion; también pueden formar esporas sexuales llamadas ascosporas. Las
levaduras son reconocidas por la tipica morfologia de sus colonias celulares
ovaladas, y se distinguen de la bacteriana (entre 0,5 y 3 um de didmetro), por el
mayor tamafio celular que presentan (3-5 um de didmetro) (McNeill, 1979).

Las levaduras pueden encontrarse en diferentes ambientes terrestres y
acuaticos; en el medio marino se les encuentra principalmente en la zona de costa
donde hay mayor disponibilidad de materia orgénica, pero también se les puede
encontrar en mar abierto. En las aguas intercontinentales, las poblaciones de
levaduras estan integradas por gran variedad de especies correspondientes a las
clases Ascomiceta, Basidiomiceta y Deuteromiceta. En el mar abierto la variedad
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de especies disminuye y los ascomicetos se vuelven escasos, con excepcion de la

especie Debaryomyces hansenii (McNeill, 1979).

Las investigaciones sobre las levaduras marinas, tales como su distribucién,
crecimiento y metabolismo, han sido abordadas desde los afios 60’s. Las especies
marinas se encuentran asociadas a lugares ricos en materia organica como
superficies de animales, en el tracto digestivo de peces y desechos vegetales, o
bien libres en la columna de agua, en donde se han aislado desde la superficie
hasta los 4000 m de profundidad (Van y Fell, 1968); por sus caracteristicas de
crecimiento pueden ser fermentativas o respiratorias, y pueden soportar cambios
en las tres caracteristicas principales del agua de mar: la salinidad, pH y
temperatura (McNeill, 1979).

La concentracion de sales en el agua de mar es uno de los factores que
determina la distribucion de las especies marinas, la salinidad del agua de mar
promedio tiene una composicion definida donde sobresalen seis iones (CI', Na*,
Mg*?, SO42 Ca*, y K%), la proporcién de los iones se mantiene constante en la
mayoria de los habitats marinos por procesos fisicos como precipitacion,
evaporacion, congelamiento, difusién molecular de iones entre las masas de agua,
etc. (Libes, 1992). Sin embargo, pueden haber habitats donde sobresale algun ién,
como ocurre en los estuarios, las lagunas salobres, donde el sodio es uno de los
principales compuestos; en estos habitats hipersalinos se presentan los
microorganismos haldfilos y halotolerantes, los haléfilos se distinguen por su
requerimiento de condiciones salinas e hipersalinas para crecer; mientras que los
halotolerantes pueden crecer tanto en medios de salinidad elevada como en
ausencia de altas concentraciones de sales (Das Sarma y Arora, 2001).

Los haldfilos se clasifican como poco, moderados, y extremos; esta
clasificacion depende de los requerimientos de sodio para su crecimiento. Los
poco haléfilos presenta un crecimiento 6ptimo en una concentracion de sodio de
0.2-0.85 M (2-5%); los haléfilos moderados a 0.85-3.4 M (5-20%); y los haldfilos
extremos por arriba de 3.4 M (20-30%) (Gonzalez y Pefia, 2002).
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Entre los organismos halotolerantes, los més estudiados han sido S.
cerevisiae, levadura que presenta una halotolerancia moderada y recientemente

D. hansenii con halotolerancia elevada.

Puesto que Ilos organismos haldfilos y halotolerantes muestran
caracteristicas Unicas para crecer en presencia de concentraciones elevadas de
sales, tales como enzimas que pueden funcionar en condiciones que para la
mayoria de las proteinas no son viables porque se desnaturalizan o precipitan,
estos organismos han sido de enorme interés en disciplinas como la biotecnologia
y la medicina. Considerando que uno de los principales problemas actuales de la
agricultura es la salinizacion de los suelos, una de las aplicaciones biotecnoldgicas
de estos organismos esta orientada al mejoramiento de plantas para aumentar su

tolerancia a las sales del suelo (Hussain et al., 2008).

Uno de los enfoques para el mejoramiento de plantas es la busqueda de
genes de respuesta al estrés salino en especies halofilas y halotolerantes. Uno de
los primeros organismos eucariontes en los que se realiz6 esta busqueda de
genes de halorespuesta fue S. cerevisiae; se estudiaron algunas cepas de esta
levadura que presentaban resistencia a altas concentraciones de sal; pero se
consider6 que S. cerevisiae no era un buen modelo para el estudio de la
osmoregulacion debido a la halotolerancia moderada que presenta (crecimiento
limite hasta NaCl 1.2 M) por lo que recientemente se han propuesto que los
modelos idoneos para el estudio de los mecanismos de respuesta al estrés
hipersalino son los organismos con halotolerancia elevada como D. hansenii, que

puede crecer hasta una concentracion de NaCl 4.4 M (Norkrans, 1968).

Respecto a los trabajos para la busqueda de genes de halorespuesta en D.
hansenii, Gonzalez et al. (2009), estudiaron la expresién parcial de genes
mediante la técnica de microarreglos del ADN, y encontraron la sobreexpresion de
genes de halorespuesta ya reportados en S. cerevisiae, ademas de otros que
codifican para proteinas implicadas en el mantenimiento celular y de funciones
mitocondriales; pero no encontraron nuevos genes gque contribuyeran a explicar la

elevada halotolerancia de D. hansenii. Otro trabajo de la expresion parcial de
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genes fue el realizado por Calderdon-Torres et al. (2006), quienes encontraron la
sobre-expresién del gen DhARO4 que codifica para la sintesis de aminoacidos
aromaticos; sin embargo, no evaluaron el papel fisiolégico del aumento en la
expresion de DhARO4. Tomando en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se
realiz6 un estudio bioquimico de los compuestos que se sintetizan después de una
sobre-expresion de DhARO4 en condiciones de estrés hipersalino y se analiz6 si
estos compuestos pueden mejorar el crecimiento de la levadura en presencia de
sodio y disminuir los efectos del estrés salino en las funciones del metabolismo

como la respiracién celular.
MARCO TEORICO

La levadura Debaryomyces hansenii (figura 1) ha sido reportada como una
levadura marina, aunque se encuentra en diversos ambientes, en el suelo, frutas,
qgueso, carne, vino, cerveza, asi como en los productos de alto contenido de
azucar. Raramente se ha encontrado que D. hansenii también puede ser el agente
causal de la putrefaccion de salmuera en alimentos conservados, como los

pepinillos (Breuer et al., 2006).

Figura 1. Microfotografia electrénica de células de D. hansenii. Laboratorio de microscopia

electronica del Instituto de Fisiologia Celular UNAM.
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D. hansenii es una levadura tipicamente proteolitica, y también se le puede
considerar oleaginosa, ya que acumula lipidos de hasta el 70% de su biomasa
seca y en su metabolismo presenta las vias de degradacién de los lipidos
(Ratledge y Tan, 1990).

Se ha postulado que de D. hansenii hay cepas con diferencias fenotipicas,
tales como variaciones en su capacidad para asimilar y fermentar varias fuentes
de carbono, para crecer a diferentes temperaturas, la expresion de diferentes
lipasas y proteasas y que por ello puede crecer en diversos medios de cultivo
(Petersen y Jespersen, 2004).

Los primeros trabajos que se hicieron para conocer los mecanismos
fisiol6gicos, tales como la osmorregulacion, que le confieren a D. hansenii su
elevada halotolerancia, estuvieron enfocados a determinar si acumulaba Na*
intracelular; si la acumulacién era debida a algin fendmeno de difusién pasiva o si
existia un transporte activo. En el trabajo pionero de Norkrans (1968), se reporto
que esta levadura puede acumular altas concentraciones de Na' intracelular;
Prista et al. (1997) demostraron que el Na* no ejercia ninglin efecto téxico en su
metabolismo. Almagro et al. (2000) determinaron que el Na® mejoraba el
crecimiento de D. hansenii en diferentes condiciones de estrés y que podia
acumular Na* intracelular hasta 800 mM. Considerando lo anterior fue como se

postulé que D. hansenii, es un organismo sodio-incluyente.

En la osmorregulacion por transporte de iones se determiné que el Na* vy el
K* son los méas importantes para mantener la homeostasis idnica, que D. hansenii
puede acumular una mayor concentraciéon de K* o Na® en comparacion con S.
cerevisiae; este hecho reforz6 la propuesta de que en D. hansenii la
haloadaptacion no depende so6lo de la capacidad de extrusién de iones de Na,
también de su resistencia a los efectos toxicos de éste (Prista et al., 1997).

En D. hansenii se ha propuesto la presencia de una H'-ATPasa tipo P,
similar a la codificada por el gen PMAL de S. cerevisiae, que en la membrana
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plasmatica genera un potencial transmembranal y un gradiente de pH a partir de la
expulsion de protones (Gonzéalez-Hernandez et al., 2004).

Almagro et al. (2001) propusieron que el potencial de membrana permite la
absorcion de Na* y K* a través de uno o mas uniportadores de Na*, mediante un
transporte no dependiente de ATP, pero también plantearon que el Na* puede ser
expulsado por dos ATPasas, codificadas por los genes DhENA1l y DhENAZ2.
Gonzalez-Hernandez et al. (2004) indicaron la presencia de un intercambiador

similar al codificado por NHA1 en S. cerevisiae.

DhENA1 se expresa en presencia de altas concentraciones de Na’,
mientras que la expresion de DhENA2 se activa en presencia de pH alcalino
(Almagro et al., 2001). En la figura 2 se muestran los diferentes transportadores
para mantener el equilibrio osmético en la levadura D. hansenii, mencionados con

anterioridad.

+ K+
{NKBE H+ (Na*}

(K*) ) o

Na* \\ ADP (Na¥)
. |, ADP Na*
(K') g 3 e 1
Na* | ATP Glye

.+ - H*
K+ Na‘ .

Na*

Figura 2. Modelo que muestra las rutas de transporte importantes para mantener el
equilibrio osmotico en D. hansenii. El cuadro de la derecha muestra los transportadores
propuestos por Lucas et al., 1990. El cuadro del centro superior los propuestos por Prista et al,

1997. El cuadro de la izquierda, los transportadores propuestos por Serrano 1980, Thome et
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al.1998, y Gonzéalez-Hernandez et al. 2004 (1) Antiportador NHA1, (2) H*-ATPasa similar a Pmalp,
(3) ATPasa tipo codificada por el gen ENALl. Cuadro inferior: transportadores propuestos por
Norkrans 1968, y Norkrans y Kylin, 1969.

Un componente importante de los mecanismos de osmorregulacion que
permite a los organismos hal6filos mantener su equilibrio osmético y crecer en
ambientes de alto contenido de sal es la produccién y acumulacién de compuestos
llamados organicos compatibles (Brown y Simpson, 1972). En los hongos, el
glicerol, manitol, arabinitol y eritritiol son los principales compuestos organicos
utilizados para ajustar el potencial osmotico interno como requisito necesario para

su supervivencia y el crecimiento (Blomberg y Adler, 1993).

El compuesto organico dominante en el crecimiento de D. hansenii es el
glicerol, mientras que el arabinitol es el compuesto organico principal que se
encuentra en las células durante la fase de crecimiento estacionaria (Nobre y Da
Costa, 1985). Estas observaciones son congruentes con otras investigaciones que
muestran que la concentracién de glicerol disminuye cuando las células entran en

la fase estacionaria.

Adler y colaboradores (1985) describieron la relacion entre la
osmorregulacion y la sintesis de glicerol en el metabolismo de D. hansenii; su
estudio mostré que el glicerol se sintetiza a través de la dihidroxiacetona fosfato,
gue se reduce para formar glicerol 3-fosfato, seguido por su desfosforilacion.

La activacion de los mecanismos de osmorregulacién depende de las vias
de transduccion de sefiales. En D. hansenii se ha propuesto que la acumulacion,
el transporte de iones, y la sintesis de glicerol, dependen de la via denominada
HOG (High Osmolar Glicerol) que incluye una cascada de cinasas (MAPK) cuyo
blanco final es Hoglp; esta ruta o cascada también ha sido observada en S.
cerevisiae (Hohmann, 2002). La activacion de esta via provoca una rapida
fosforilacion de Hoglp, una vez fosforilado es transportado al nucleo, donde
fosforila a factores de transcripcion que activan la transcripcion de los genes de
respuesta al estrés salino. La via HOG de levaduras no solo responde al estrés
salino; también puede ser activada bajo diferentes condiciones de estrés. En D.
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hansenii Dhhoglp se mantiene fosforilada en el citoplasma durante su crecimiento
bajo estrés osmoético severo (Sharma et al., 2005).

Los estudios anteriores se han enfocado a determinar los mecanismos de
osmorregulacién de D. hansenii solamente en dos vertientes: la acumulacion y el
transporte de iones, o bien la sintesis de glicerol; sin embargo, estos mecanismos
no explican en su totalidad la elevada halotolerancia de D. hansenii. Se ha dejado
de lado que D. hansenii es una levadura con una alta capacidad respiratoria y
poco fermentativa (Sanchez et al., 2006), y que es necesario determinar como
mantiene el equilibrio entre la generacion de compuestos oxidantes y sus sistemas
antioxidantes durante el estrés salino. Respecto a su capacidad respiratoria, se ha
determinado, que al igual que otras levaduras tiene una cadena de transporte de
electrones con 4 complejos respiratorios y una ATPasa. Pero ademas de la
citocromo c oxidasa, D. hansenii tiene una segunda oxidasa que actua como
oxidasa alterna para una cadena de transferencia de electrones que se ramifica a
partir de la via principal a el nivel de la ubiquinona, segun lo descrito por Veiga et
al. (2003). Esta oxidasa alterna es insensible al cianuro y la antimicina, pero
sensible al &cido salicilhidroxamico y al octil-galato. El papel de la respiracién
resistente al cianuro es muy comudn en las levaduras, y no contribuye a la
conservacion de energia. Se ha pensado que una oxidasa alterna participa en el
ajuste fino del abasto de energia de las células bajo diferentes condiciones
fisiol6égicas reduciendo la cantidad de energia del citocromo c para desviar el
camino hacia el flujo de electrones para la oxidasa alterna.

De forma general, durante la respiracién celular se producen compuestos
parcialmente reducidos del oxigeno molecular (por ejemplo, el anién superoéxido,
peréxido de hidrégeno, y el radical hidroxilo), conocidos como especies reactivas
de oxigeno (ERO’s)(figura 3). Estas ERO’s son moléculas altamente reactivas que
son capaces de dafar los componentes celulares, tales como ADN, ARN, lipidos,
y proteinas. Para contrarrestar los efectos de las ERO’s, los organismos aerobios
han desarrollado mdltiples sistemas de defensas antioxidantes, que pueden ser

enzimaticos o0 no enzimaticos. Sin embargo, puede ocurrir un desbalance entre la
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generacion de las ERQO’s y la respuesta antioxidante; a este desequilibrio se le
denomina estrés oxidante. Se ha observado que el estrés oxidante se puede
generar en diferentes tipos de estrés (Toledano et al., 2003; Chen et al., 2006).

0,
1 o Catalasa H,0 + % O,
i SOD .
oNOO N0 - 2R Lo, &, +HO
2 Ht+e + Ty,
. wo. 2H,0 + GSSG
e 2+ .
Fe GSH-peroxidasa
o + GSH
OH

Fe3*+ OH + OH"

RH  R+H,0
2
OZ

GSH-peroxidasa

Vitamina E + GSH
ROO' E=====) ROOH 2 ROH +H,0 + GSSG

Figura 3. Quimica de las especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y su sistema de
detoxificacién, SOD (superéxido dismutasa), GSH-peroxidasa (Glutatién peroxidasa). Las
ERO’s normalmente son generadas por una reduccion secuencial del oxigeno molecular (tomado
de Desikan et al., 2005).

Por su parte, las especies reactivas de nitrégeno (ERN'’S) incluyen especies
derivadas de nitrdgeno que pueden o no ser radicales libres. Entre los ERN’s se
encuentran los radicales 6xido nitrico (NO") y dioxido de nitrégeno (NO3) y los no
radicales catién nitronio (NO") y peroxinitrito (ONOQ"), entre otros (figura 4).
Dentro de las ERN’s, el NO® Es de gran importancia debido a que es una molécula
de sefializacién que esta involucrada en numerosos procesos bioldgicos. Entre las
funciones de NO’, se ha demostrado que regula a las caspasas, que participan en
procesos apoptoéticos (Vertuani et al., 2004).
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Figura 4. Modelo de Generacién de especies reactivas de nitrégeno (ERN’s). La
reaccion entre el anion superoxido (O,") y el 6xido nitrico (NO") permite la formacion de peroxinitrito
(ONOQ)), el cual a su vez es precursor de otras ERN’s como acido peroxinitroso (HONOO) y del
radical diéxido de nitrégeno (NO>). El O, se forma por la reduccién del oxigeno molecular por un
electron que puede provenir del transporte de electrones en la mitocondria o reticulo endoplasmico
o de la accién enzimatica de diversas enzimas como NADPH oxidasa o xantina oxidasa. EI NO

proviene de la accion enzimatica de la sintasa de oxido nitrico (Chirino et al., 2006).

El estrés oxidante puede tener como resultado dafio estructural en la célula,

como la lipoperoxidacion de las membranas, la oxidacidn y nitracion de proteinas.

En la respuesta antioxidante de D. hansenii, se han observado genes
ortdlogos funcionales de enzimas que participan en la detoxificacion de las ERO'’s,
y por ello se considera que tiene mecanismos antioxidantes similares a los de S.
cerevisiae. Por ejemplo, en el genoma de D. hansenii se han identificado los
genes de SOD1, SOD2, GPX1, TRX1 y GSH1 que codifican para la superéxido
dismutasas 1 y 2, la peroxidasa, la tiorredoxina y la glutation sintetasa,
respectivamente. Sin embargo, sélo se ha confirmado el aumento de la expresion

del gen SODL1 vy la actividad enzimética de Sod1p (Ramirez-Orozco et al., 1998).
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Recientemente se han encontrado dos genes que codifican para enzimas
con actividad de catalasa (DhCTAL1 y DhCTT1) (Segal-Kischinevzky et al., 2011).
La actividad de DhCtalp aumenta cuando D. hansenii se cultiva en un medio
restrictivo como YPE (extracto de levadura, peptona y etanol), y el efecto es mayor
durante la fase estacionaria y obstaculizada en la presencia de NaCl. DhCttlp
puede ser regulada por la naturaleza o calidad de fuente de carbono.

Otro mecanismo de defensa para contrarrestar el estrés oxidante son las
enzimas alquilo hidroperéxido reductasas (Ahp), estas son el segundo miembro
conocido de una clase de las oxidorreductasas de disulfuros que poseen actividad
frente al H,O,, peréxidos organicos, y el peroxinitrito. En D. hansenii, bajo estrés
salino se ha logrado aislar el gen que codifica para la enzima Ahp, y se ha
encontrado que el transcrito de AHP aumenta durante el estrés salino, por lo que
se ha propuesto que este gen forma parte del sistema antioxidante de D. hansenii
para reducir la acumulacion de ERO'’s durante estrés salino. Esta enzima es una
alquilo hidroperoéxido reductasa de la familia tipo 1-Cys peroxirredoxina (Chao et
al., 2009).

Como ya se indico, en el trabajo realizado por Calderén-Torres et al. (2006),
encontraron un aumento de la expresion del gen DhARO4 durante el estrés salino
con NaCl 2M. El aumento en la expresion de este gen fue de interés porque se ha
reportado que la tirosina de las proteinas puede ser un blanco de oxidacion, pero
los autores sélo propusieron que dicho aumento probablemente era esencial en la
respuesta de D. hansenii contra el estrés salino. Los autores también encontraron
que en D. hansenii expuesta a NaCl 1M, la actividad enzimatica de DhAro4p
aumentaba 6 veces con respecto a un control sin Na*, pero que la actividad
enzimatica era 10 veces mayor en NaCl 2M. También determinaron que la
expresion de DhAROA4 y la actividad enzimética de DhAro4p durante estrés salino
estaba regulada por tirosina y fenilalanina, y que la presencia de tirosina impedia
el aumento de la expresion de DhARO4 y la actividad especifica de DhARO4p; por
el contrario, al afadir fenilalanina, la expresion de DhARO4 y la actividad de
DhAro4p, aumentaban significativamente en NaCl 2M.
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Una respuesta para explicar por qué aumenta la expresion de DhARO4 y
también la actividad enzimética de DhAro4p podria ser que D. hansenii sintetizara
tirosina en exceso para utilizarla como un compuesto organico compatible, pero en
un trabajo posterior Calderon-Torres et al. (2011) encontraron que en el estrés
salino por NaCl 1y 2 M la tirosina casi no aumentaba. Consideraron que la falta de
aumento de la tirosina era porque una vez sintetizada, era rapidamente
modificada. Como ya esta reportado que la tirosina es un blanco de oxidacion, era
probable entonces que durante el estrés salino se generara un exceso de
radicales libres. Para validar dicha propuesta en este trabajo se evalud el efecto
del estrés oxidante derivado del estrés salino sobre la respiracion celular. También
se encontré que la tirosina recién sintetizada es modificada por los radicales libres
para formar 3-nitrotirosina, y que esta oxidacion parece servir a D. hansenii, para
disminuir los dafios ocasionados por el estrés oxidante que se produce durante el
estrés hipersalino.
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OBJETIVOS GENERALES:

Descifrar la funcion fisiolégica del aumento del ARN mensajero de DhARO4
y de la actividad especifica de la enzima Aro4p durante el estrés salino sin un

aumento de la concentracién de tirosina.

Demostrar que D. hansenii responde al estrés oxidante que se genera por
el estrés salino, mediante la activacién transcripcional de genes especificos, como
DhAROA4.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Medir la produccion de especies reactivas de oxigeno en células y extractos
de D. hansenii mediante su reaccion con el compuesto 2°7 -diacetato de
diclorodihidrofluoresceina.

Determinar si el estrés salino afecta el metabolismo respiratorio de D.

hansenii, midiendo el consumo de oxigeno.

Evaluar si el estrés salino influye en los niveles de ATP.

Determinar si la 3-nitrotirosina es la forma oxidada de la tirosina mediante

espectrofotometria de fluorescencia y cromatografia de capa fina.

Confirmar la existencia de especies reactivas de nitrégeno mediante la

cuantificacion espectrofotométrica de nitratos y nitritos en células de D. hansenii.

Descifrar el papel de la tirosina en el crecimiento de la levadura cultivada en
presencia de NaCl 2M.
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HIPOTESIS

La funcion fisiolégica del aumento del ARN mensajero de DhARO4 y de la
actividad especifica de la enzima DhAro4p, es la produccion de tirosina, y ésta es
modificada al servir como blanco de oxidacién de los radicales libres producidos

durante el estrés salino.
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METODOLOGIA

Levaduray condiciones de crecimiento.

Se utiliz6 la levadura Debaryomyces hansenii, cepa Y7426 (CBS 767) de la
coleccién del departamento de Agricultura de Peoria IL, EU. La cepa se cultivd en
medio YPD solido durante 36 horas a 30°C y luego se mantuvo a 4°C. Para los
ensayos, las células se cultivaron en medio YPD liquido sin sodio por 24 hrs.
(precultivo). Del precultivo se tom6 una alicuota para inocular 200 mL de medio
YPD sin sodio (cultivo control) o con NaCl 1 M 6 2 M (estrés salino) e iniciar dichos
cultivos a una densidad 6ptica (DO) de 0.3 unidades a 600 nm de longitud de onda
(A). El precultivo y los cultivos se hicieron en matraces de 250 mL y 500 mL,
respectivamente, y se incubaron a 30°C con agitacion constante de 250 rpm. Las
células en fase de crecimiento exponencial intermedia (0.8 - 1.0 unidades de
densidad 6ptica a 600 nm de longitud de onda) se colectaron por centrifugacion a

2,000 rpm por 10 min (International Centrifuge Model S8V).

Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) en células

completas.

Se preparé un stock de 2’7 -diacetato de diclorodihidrofluoresceina
(DCDHF-DA) 10 mM en un volumen final de 4 mL el cual se disolvié en 2 mL de
NaOH 0.01 N y se dejo en la obscuridad 30 min; posteriormente se adiciono 2 mL
de MES-TEA 0.1 M pH 6, obteniendo una concentracion final de DCDHF-DA 10
mM. Los cultivos control y tratamiento de estrés salino se colectaron por
centrifugacion; el sobrenadante se decanto y el paquete celular se resuspendié en
un volumen residual del medio de cultivo y se paso a un tubo Eppendorf de 1.5 mL
previamente tarado. La suspension celular se centrifugd a 14,000 rpm por 30 seg
en una microcentrifuga Eppendorf (Centrifuge 5415C); el medio de cultivo se
desechd, el peso del paquete celular se ajusté a 200 mg y se lavo con agua estéril
a 4°C (5 volumenes), nuevamente se centrifugd a 14,000 rpm por 30 seqg vy el
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sobrenadante se descarto; finalmente el paquete celular se resuspendid en agua
estéril al 50 % de su peso (peso humedo/volumen).

En una celda de vidrio de 3 mL, se afiadieron 200 uL de MES-TEA 0.1 M
pH 6, 1.7 mL de H,O y 2 uL de DCDHF-DA (10 mM). La celda se colocd en un
espectrofotometro de fluorescencia (SLM-Aminco) y la sefal de fluorescencia fue
medida a una A de excitacion de 488 nmy de emision a 520 nm, después de 3 min
de seguir la sefal basal de la DCDHF-DA, se agregaron 100 pL de la suspension
celular, y se registro el trazo de la sefial de fluorescencia de la DCDHF-DA durante
una hr., con agitacién constante a 30°C.

Determinacion de especies reactivas de oxigeno en extractos celulares.

A cultivos control y tratamiento de estrés salino por NaCl 1 y 2 M con un
valor de DO goonm de 0.9, se les afiadi6 250 uL de DCDHF-DA 10 mM
(previamente preparado) y se incubaron 30 min. Posteriormente las células fueron
recolectadas por centrifugacion a 2,000 rpm por 10 min (International Centrifuge
Model S8V), el sobrenadante se descartd y el paquete celular se resuspendié en
un volumen minimo del medio de cultivo. La suspension celular se transfirié a un
tubo Eppendorf y se centrifugd a 14,000 rpm por 30 seg en una microcentrifuga
Eppendorf (Centrifuge 5415C), el sobrenadante se descartd y el paquete celular
se lavo con 1 mL de agua estéril 2 veces. Una vez que el peso del paquete celular
fue ajustado a 200 mg, a cada tubo Eppendorf se le afiadié 1 mL de MES-TEA 0.1
M pH 6, 5 uL de PMFS (1mM) y perlas de vidrio de 0.45 mm de diametro. Las
células se rompieron por agitacion en vortex (30 seg) e incubacion en hielo (1 min)
hasta completar seis ciclos (30 seg por 1 min). La suspension celular fue
centrifugada a 14,000 rpm durante 5 min, el sobrenadante se transfirio a un nuevo
tubo Eppendorf y se incubd en hielo hasta la medicibn de la sefial de
fluorescencia, cuya medicion se hizo de la misma forma que en las células

completas.
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Consumo de oxigeno en los cultivos control y estrés salino.

Las células de D. hansenii crecidas en medio sin sodio o en presencia de
NaCl 1 My 2 M se colectaron por centrifugacion; el paquete celular se lavé dos
veces con H,O destilada y se resuspendi6 al 50% de su peso con H,O destilada
(peso humedo/volumen). ElI consumo de oxigeno de las células intactas se
determind con un electrodo tipo Clark, en una cadmara cerrada de 5 mL con un
agitador magnético a temperatura constante de 30°C y con un sistema de
adquisicién y graficado de datos por computadora. En la camara se colocé el
amortiguador MES-TEA 10 mM pH 6, glucosa 20 mM, y después de 20 seg de
monitoreo se afladieron 50 pyL de la suspension de levaduras. Para registrar el
estado desacoplado de la respiraciéon, después de 100 seg se afadi6 CCCP 10
MM. Y para la presencia de la Oxidasa Alterna a los 100 seg se afiadi6 NaCN 200
mM y octil-galato 20 puM.

Concentracién de ATP ante el estrés salino.

Las células de D. hansenii crecida en medio sin sodio 0 en presencia de
NaCl 1 My 2 M se colectaron por centrifugacion; el paquete celular se lavé dos
veces con H,0 destilada y se resuspendié al 50% de su peso con H,O destilada
(peso humedo/volumen). EI ATP se extrajo con acido perclérico; para ello, en un
tubo de ensaye de 15 mL se afiadié 1 mL de &cido perclorico al 70% (HCIO,4) a
4°C y 2 mL de la suspension celular. El tubo se mezcl6 en el vortex por 30 seg;
luego se dej6 la muestra durante 20 min en hielo, agitando los tubos cada 5 min.
Después se centrifugaron las muestras a 3,200 rpm por 5 min y el sobrenadante
se transfirié a un tubo nuevo, al que se le adicionaron 20 pL del indicador de pH
(azul de metileno 0.05% - rojo neutro 0.05% en Etanol al 96%), mezclando por
agitacion en el vértex, y luego se neutraliz6 el 4cido perclérico con KOH 10 M (en
este procedimiento la muestras se mantuvieron en hielo). Posteriormente las

muestras se centrifugaron a 3,200 rpm por 5 min, y se colocaron en hielo.

La concentracion de ATP presente en los extractos se determind por una

reaccion acoplada a enzimas. En esta determinacion se colocé en una celda:
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MES-HCI (50 mM) pH 7.5 40 mM, cloruro de magnesio 4 mM, NADP”, glucosa 10
mM y 500 pL del extracto en un volumen final de 2 mL. La celda se coloc6 en un
espectrofotometro de doble rayo (SLM AMINCO) y se midié la absorbencia a 340
nm que corresponde a la basal (A;). Después de esperar a la estabilizacion de la
sefial, se adiciond la enzima Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH Sigma
Aldrich Co., Numero de catalogo G-7877 a una concentracion final de 16.7 U/mL y
se registro la lectura de la segunda sefal hasta el maximo (Az). Finalmente se
afiadio la enzima hexocinasa (HK, Sigma Aldrich Co., Niumero de catalogo H-5625
a una concentracion final 13.2 U/mL), obteniéndose la tercera lectura (As). La
cantidad de ATP presente en los extractos celulares se calcul6 mediante la

siguiente formula:

Conc. ATP = A DO (Az-Ay) * (Vol. total de la celda) * (Val. total exto.)

(enappH) * (Vol. Exto para determinacion) * (g de lev para exto.)
3 4
enappH= 6.317*10% L/mol™cm

1.- 2.0 mL, 2.- variable, 3.-0.5mL, 4.-1.0g

Preparaciéon de estdndares de 3-nitrotirosina y nitrotriptofano.

Los estandares de 3-nitrotirosina y nitrotriptofano se obtuvieron mediante la
reaccion de peroxinitrito con los aminoacidos aromaticos tirosina o triptéfano (Tyry
Trp). El peroxinitrito se prepar6 de acuerdo al protocolo de Kato et al. (1997), que
incluye la reaccion de formacién de i6n superoxido y después la reaccién con
NaNO,. La primera reaccidén se hizo en un tubo Eppendorf a 4 °C, al cual se le
afiadieron 50 uL de HCI 2N y 700 pL de H,O, El producto de la reaccion se
transfirié a un tubo Falcon de 15 mL, en el que se realizé la segunda reaccion con
1 ml de NaNO; (0.6 M), y después de agitar 15 seg en el vortex se afiadieron 2 mL
de NaOH 1.5 M y se incubd en hielo. Para la reaccion del peroxinitrito con los
aminoacidos aromaticos Tyr y Trp, se prepard una solucién de 1 mL de dichos
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aminoacidos 1 mM, con amortiguador de fosfatos (0.1 M concentracion final) pH
7.2. A cada solucion de los amino4cidos se le adicionaron 7 pL de peroxinitrito;
cada tubo se agitd en el vortex y se incubd a temperatura ambiente por 30 min y

posteriormente en hielo.
Cromatografia en capa fina de 3-nitrotirosina y nitrotriptofano.

Para realizar las cromatografias en capa fina, primero se hicieron capilares
de vidrio de 1.0 cm, uno para cada muestra, estandares o extractos. Se utilizaron
placas de silica gel 60 (Merck) de 10 X 10 cm. En cada placa se marcé con lapiz
una linea a 1 cm de la base, y sobre la linea se marcaron 5 puntos de 1 cm, donde
se depositaron con los capilares un volumen de muestra proveniente de 25 ug de
proteina del extracto celular (extracto soluble de la precipitacidon con etanol). Una
vez colocadas las muestras, se secaron a temperatura ambiente. Para la fase
movil de la cromatografia se utiliz6 una solucion de butanol: &cido acético: H,O
(55:15:30). A la cdmara de elucién se le colocaron 100 mL de la solucion de
corrida, hasta que saturé con el vapor de dicha solucién. Se colocé la placa de
silica sin que sobrepasara la linea dibujada con lapiz. La cromatografia se llevd
hasta que la solucion de corrida cubriera la parte superior de la placa. Después de
secar la placa a temperatura ambiente, se rocié con una solucién de ninhidrina al
0.2% disuelta en etanol al 96%, y posteriormente se colocd por 10 min en una
estufa a 100°C. La distancia que migré cada muestra se midio y se obtuvo el factor
de retencidén (Rf) (este calculo se obtuvo mediante la distancia recorrida de la
muestra entre la distancia recorrida por el disolvente). Se tom6 como distancia de
la muestra la distancia comprendida entre la linea trazada donde se deposito la

muestra y el centro de la mancha.
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Espectrofotometria de fluorescencia para los estandares de 3-nitrotirosina y
nitrotriptofano.

En una celda de vidrio se afiadi6 el volumen de muestra de extracto celular
gue correspondia a 250 ug de proteina y se ajusté a un volumen final de 2 mL con
amortiguador HEPES (10 mM) NaCl (150 mM) pH 7.5. Los espectros de emision
se obtuvieron con una longitud de onda de excitacién de 325 nm y se registré la
sefial de fluorescencia entre 350 nm y 450 nm. Los espectros de excitacién se
obtuvieron con una longitud de onda de emision de 418 nm, y se registré la sefal
de fluorescencia entre 250 y 410 nm. Los espectros de los estandares de 3-
nitrotirosina y nitrotriptofano se obtuvieron con diluciones de 3-nitrotirosina 1:100 y
nitrotriptofano  1:10 (las diluciones se realizaron tomando una alicuota
correspondiente de los estandares, 20 pL y 200 pL, agregando 1,980 pL y 1,800
pL del amortiguador HEPES (10 mM) NaCl (150 mM) pH 7.5, respectivamente.

Determinacion de 3-nitrotirosina o nitrotriptofano por espectrofotometria de

fluorescencia.

Los cultivos de D. hansenii de las condiciones control sin sodio y de los
tratamientos con NaCl 1 My 2 M se cosecharon y lavaron con agua estéril. 200
mg de cada paquete celular se resuspendieron en 500 uL de HEPES (10mM)-
NaCl (150 mM) y 5 uL de PMFS (1mM); las células se rompieron mecanicamente
por agitacion con perlas de vidrio como se describié anteriormente. El lisado
obtenido se centrifug6 a 14,000 rpm por 5 min y el sobrenadante se transfirié a un
tubo Falcon de 15 mL. El tubo Eppendorf que contenia el sobrenadante se lavo
dos veces con 1 mL de etanol al 95% y este volumen de lavado se coloco en el
tubo Falcon de 15 mL; después el tubo Falcon se agité en el vortex por 15 seg y
se incubo toda la noche a -20°C. Al dia siguiente las muestras se centrifugaron a
5,000 rpm por 10 min a 4°C. El sobrenadante se transfiri6 a dos tubos Eppendorf
limpios (dos tubos por sobrenadante de cada muestra) y el etanol presente en el
sobrenadante se evaporo por centrifugacion y vacio a temperatura ambiente en un
aparato tipo Speed Vacc (Eppendorf) por 2 hrs o0 hasta que en cada tubo quedaran

aprox. 100 pL de extracto. Los extractos se mantuvieron en hielo y el volumen de
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los concentrados de dos tubos por muestra se juntaron para tener el extracto
concentrado en un solo tubo (200 pL). Posteriormente el volumen de los extractos
fue ajustado hasta 1 mL con el amortiguador HEPES (10 mM) NacCl (150 mM) pH
7.5; y para cada muestra se cuantifico la concentracion de proteina por el método
de Lowry (Lowry et al., 1951). Posteriormente los extractos fueron colocados en
hielo para su uso inmediato o bien a -20°C.

Cuantificacion de aminoacidos totales libres.

La concentracién de los aminoacidos totales libres se determind por el
método modificado de la ninhidrina (Misra et al.,, 2006). De los extractos
etandlicos, se tomé un volumen de 0.05 mL y se transfirié a un tubo de ensayo de
vidrio de 15 mL. Se le afiadié 3.8 mL del reactivo de ninhidrina [1% de ninhidrina
en un amortiguador de citrato 0.5 M pH 5.5, glicerol (87%), y amortiguador de
citrato 0.5 M pH 5.5 en una relacién de 5:12:2 respectivamente], y se mezcl6 por
agitacion en el vortex durante 30 seg. Los tubos de ensaye se calentaron en un
bafio Maria en ebullicion por 10 min, y se enfriaron por incubacién de 5 min en
hielo. En una celda de vidrio se pusieron 3 mL de cada muestra; la celda se colocé
en un espectrofotometro (Beckman DU 650) tomando la lectura de absorbencia a
570 nm (la lectura se tomé contra un blanco de etanol al 80%). Las lecturas de
absorbencia se convirtieron a mg de aminoacidos g™ de peso fresco de levadura
tomando como referencia una curva estandar de glicina. La curva estandar se
prepard a partir de un stock de glicina de 3 mg/mL, y en un volumen constante de
50 yL se prepararon las siguientes soluciones de glicina: 0.05, 0.075, 0.1, 0.15,
0.3, y 0.45 mg/mL. Se midié la absorbencia de cada concentracion conocida de
glicina y se graficaron los datos de absorbencia contra cada una de las
concentraciones conocidas. En el programa de calculo Excel; se hizo el ajuste
para obtener la ecuacion de una linea recta por el método de minimos cuadrados.
A partir de la ecuacion de la linea recta y con los datos de la lectura de
absorbencia de las muestras de concentracion desconocida se obtuvo la
concentracion de glicina que se utiliz6 como valor estimado de la concentracién de

aminoacidos totales.
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Cuantificacién de nitratos y nitritos (especies reactivas de nitrégeno
(ERN’s)).

Los nitritos y nitratos se determinaron mediante la reaccion de Griess en
presencia de cadmio. Se utilizaron lentejas de cadmio activadas mediante lavados
con CuSO, 5% y H,O destilada (2 veces), HCI 0.1 N (2 veces), y H,O destilada
abundante. Las lentejas activadas se almacenaron en una solucion de NH4CI al
5%. De las muestras de extractos etandlicos, se tomo6 una alicuota de 200 pL que
corresponde a 50 mg de proteina la cual se colocd en un tubo de ensaye de vidrio
y se le agregaron 50 pL de ZnSQO, al 30%. El tubo de ensaye se agité en el vortex
por 30 seg y se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min; luego se le afadieron 3
lentejas de cadmio y se incubdé a temperatura ambiente durante 30 min. Las
lentejas de cadmio se retiraron con unas pinzas de metal lavadas con etanol y a
cada tubo de ensaye se le agregaron 1.5 mL de una solucién de N,N-naftil-
etilendiamina-HCI (0.1%) y sulfanilamida (1%) en un proporcién 1:1. La reaccién
se incub6 a temperatura ambiente por 15 min. Luego se leyé la absorbencia a una
A de 548 nm. Como blanco de la lectura de absorbencia se utiliz6 una solucion de
N,N-natftil-etilendiamina-HCI y sulfanilamida en un proporcion 1:1 diluida con 0.5
mL de H,O destilada.

La concentracién de nitratos y nitritos de los extractos se determind por
comparacion de las lecturas de absorbencia contra los datos de una curva
estandar de NaNO3z 5 mM y NaNO, 10 mM. Con los valores de absorbencia
obtenidos de la curva, se realiz6 el mismo procedimiento mencionado en la curva

de glicina, para obtener el valor real de cada muestra.
Curva de crecimiento.

D. hansenii fue cultivada durante toda la noche en medio YPD, y se inoculd
en YPD fresco, YPD con NaCl 2 M con o sin tirosina 5 mM, y/o 10 yM de a-
tocoferol. El crecimiento se registré en un espectrofotometro (Bioscreen) a 600 nm
de longitud de onda, 28°C y en agitacién constante, durante 140 hrs.
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RESULTADOS

Medicién de especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) en células de D. hansenii
expuestas a 2’7 -diacetato de diclorodihidrofluoresceina.

Para determinar si el estrés hipersalino genera ERQO’s en las células de D.
hansenii, se determiné la presencia de radicales libres por su reaccién con 2°7"-
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCDHF-DA); en esta reaccion los
radicales libres oxidan a la DCDHF-DA para formar 2,7 -diclorofluoresceina
(DCF). La formacién de DCF se determind durante la exposicién de las células
durante 1 hr con DCDHF-DA. En la figura 5 se observa que los valores de
fluorescencia de DCF en D. hansenii crecida en medio YPD control y YPD NaCl 1
M son similares; implicando que en ambas condiciones la formacion de ERO’s es
la misma. En el medio YPD NaCl 2 M se observa que el valor de fluorescencia de
DCF es mayor al de YPD control y NaCl 1 M.

12w . . ; ; .
Especies reactivas de oxigeno en células intactas
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Figura 5. Produccion de especies reactivas de oxigeno en células de D. hansenii durante el
estrés salino. Las células cultivadas en medio YPD sin o con 1 My 2 M de NaCl se cosecharon y
se incubaron por 30 min con MES-TEA 0.1 M pH 6 y DCDHF-DA 10 pM. La fluorescencia de
DCDHF-DA se midié a 488 nm de excitacion y 520 nm de emision. Los datos son el resultado del

promedio de tres experimentos independientes.
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Al determinar la presencia de las ERO'’s en extractos celulares (figura 6), se
encontré el mismo resultado que en las células intactas. En las condiciones de
crecimiento control y NaCl 1 M, las concentraciones de radicales libres de oxigeno
producidas son similares; mientras que en la condicion de NaCl 2 M, se volvié a
observar el aumento de las ERO’s.

Especies reactivas de oxigeno en extractos
celulares de D. hansenii
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Figura 6. Produccidén de especies reactivas de oxigeno en extractos celulares de D. hansenii
durante el estrés salino. Se incubaron células de D. hansenii con DCDHF-DA 10 uM por 30 min y
por ruptura con perlas de vidrio se obtuvieron extractos celulares de D. hansenii La fluorescencia
de DCDHF-DA se midié a 488 nm de excitacion y 520 nm de emision. Los datos son el resultado

del promedio de tres experimentos independientes.

Respiracion.

Considerando que en la mitocondria se lleva a cabo la respiracion celular y
gue este proceso es una de las principales fuentes de generaciéon de las ERO'’s;
se decidio evaluar si el aumento de las ERO’s durante el estrés por NaCl 2 M se
relacionaba con un cambio en la respiracion celular, para ello se midié el consumo
de oxigeno. En la figura 7 se muestra que en presencia de NaCl 1 M, la levadura

consume mAas oxigeno que la cultivada sin sodio; mientras que en presencia de
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NaCl 2 M el consumo de oxigeno es mayor a la condicion control sin sodio o con
NaCl 1 M.
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Figura 7. Respiracion de D. hansenii expuesta al estrés salino. Células intactas de D. hansenii
se incubaron en una camara cerrada a 30°C en presencia del amortiguador MES-TEA pH 6, 10
mM y glucosa 20 mM en un volumen final de 5 mL. A los 100 seg se afiadi6 CCCP 10 uM. La
respiracion fue medida con un electrodo tipo Clark. Los datos son el resultado del promedio de tres
experimentos independientes.

Para conocer la capacidad respiratoria maxima en cada condicion
experimental, se afiadi6 CCCP, un desacoplante de la cadena respiratoria y la
fosforilacion oxidativa. En presencia de este desacoplante, se confirmé que el
consumo de oxigeno en D. hansenii es mayor en presencia de sodio, y que la
capacidad maxima respiratoria se observd en las células crecidas en NaCl 2 M

(figura 8).
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Figura 8. Capacidad respiratoria de D. hansenii durante estrés salino. Consumo de oxigeno

antes y después de afiadir 10 uM CCCP a células intactas de D. hansenii.

En D. hansenii expuesta al estrés por NaCl 2 M y en fase de crecimiento
estacionaria se ha reportado la presencia de una oxidasa alterna (OXA) que
acelera la respiracion (Veiga et al., 2003). Para evaluar si la OXA aumenta la
capacidad respiratoria de D. hansenii en la fase de crecimiento logaritmica y en
presencia de NaCl 2 M, se midi6 el consumo de oxigeno de esta levadura en
presencia de cianuro; debido a que la respiracion resistente a cianuro es una
caracteristica del funcionamiento de la oxidasa alterna. También se afiadio octil-
galato, un inhibidor especifico de la oxidasa alterna, mostrando una inhibicion

mayor en ausencia de sal (figura 9).

Con el fin de valorar el efecto de NaCN y el octil-galato en la capacidad
respiratoria de D. hansenii, se calculd la velocidad de la respiracion a partir del
consumo de oxigeno de cada condicién de crecimiento (Tabla 1) y se observé que
la velocidad de la respiracion es menor en presencia de NaCl 2M. Sin embargo
como la diferencia entre los valores de velocidad fue pequefia, se obtuvd el
cociente de las velocidades del control y los tratamientos, con este valor se puede

determinar con mayor precision si hay una estimulacion o inhibicion de la
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respiracion (si el valor del cociente es < a 1 se habla de estimulacion y si es >1 se
habla de una inhibicion).

Considerando solo el cociente de control/cianuro se observé que existe una
estimulacion en las tres condiciones, es decir existe una respiracion resistente al
cianuro. Y la estimulacion es mayor en YPD (Tabla 2).

Cuando se afiadi6 el octil-galato el valor del cociente (control/ los datos del
cianuro+octil-galato) fue mayor a uno, esto confirma la inhibicion observada en los
graficos del consumo de oxigeno (figura 9). La inhibicién se presenta en las tres
condiciones, con la mayor inhibicién en la condicién de NaCl 2M. En este punto se
inhibe la cadena respiratoria principal con el cianuro y el octil-galato inhibe a la
oxidasa alterna (Tabla 2).

Sin embargo, se observa que a pesar de esta inhibicion existe una
respiracion residual ya que en NaCN + octil-galato la pendiente es diferente a cero
en las tres condiciones de respiracion (Tabla 1).
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Figura 9. Capacidad respiratoria de D. hansenii en presencia de cianuro y octil-
galato. Consumo de oxigeno en presencia de cianuro y octilgalato. Células intactas de D. hansenii
se incubaron en una cdmara cerrada a 30°C en presencia del amortiguador MES-TEA pH 6.0 10

mM y glucosa 20mM en un volumen final de 5 mL. A los 100 seg se le afiadi6 NaCN 200 mM, y a
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los 200 seg octil-galato 20 pM. La respiracion se midié con un electrodo tipo Clark. Los datos son el
resultado del promedio de tres experimentos independientes.

Tabla 1. Velocidad de la respiracion en las diferentes condiciones de crecimiento y en
presencia de inhibidores. Los datos se muestran en natg O / min / mg levadura.

YPD NaCl 1M NaCl 2M

Control 0.0021 0.0019 0.0018
NaCN 0.003 0.0023 0.0021
Octil-galato 0.0006 0.0008 0.0008
NaCN+octil-galato 0.002 0.0017 0.0016

Tabla 2. Cociente de los valores de respiracion en presenciay ausencia de inhibidores. Para
este célculo se tomaron los datos de la tabla 1 y se dividieron como esta indicado.

YPD NaCl 1M NaCl 2M
Control / NaCN 0.7 0.82 0.85
Control / NaCN + octil-galato 1.05 1.11 1.12

Concentracion de ATP durante estrés salino.

En otras levaduras se ha reportado que durante el estrés salino aumenta el
consumo de ATP (Petrovi¢, 2006). Para determinar si en D. hansenii expuesta al
estrés salino, el gasto energético sufre algun cambio, se midié la concentracién de
ATP en presencia de NaCl. En la figura 10 se observa que el nivel de ATP fue
mayor en ausencia de NaCl (YPD) y conforme aumento la concentracion de sodio
(1y 2 M), el ATP disminuy6. La disminucion del ATP en presencia de NaCl 2 M
implicaria que en esta condicion de crecimiento, la célula tiene un mayor consumo

de ATP, generado por la presencia de sal y el aumento en los niveles de ERO'’s.
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Concentracion de ATP
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Figura 10. Concentracion de ATP en extractos celulares de D. hansenii en ausencia y
presencia de NaCl. El ATP presente en los extractos con acido se determind por una reaccién
acoplada a enzimas en un espectrofotometro de doble rayo (SLM AMINCO), la absorbencia se
midié a 340 nm. Los datos son el resultado del promedio de seis experimentos independientes +
desviacion estandar.

Formacién de 3-nitrotirosina durante estrés salino de la levadura D. hansenii.

Retomando el trabajo previo sobre la caracterizacion del aumento del ARN
mensajero y la actividad de Aro4p sin el aumento de tirosina (Calderdon-Torres et
al., 2011), se decidié evaluar si podria existir un subproducto generado por la
oxidacion de la tirosina, durante el estrés oxidante en la levadura.

Considerando que la oxidacién de aminoacidos arométicos en las proteinas
es el resultado del estrés oxidativo en general, se decidié evaluar si la oxidaciéon
de tirosina y podrian ser el resultado del aumento en la produccién de ERO’s
durante el estrés salino.

Tomando en cuenta que uno de los productos de la oxidacion de la tirosina
y del es la 3-nitrotirosina y el nitrotriptofano, se evalué la presencia de estos
metabolitos en extractos etandlicos obtenidos durante estrés salino mediante una

cromatografia de capa fina. Para ello se prepararon estandares de 3-nitrotirosina y
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nitrotriptofano mediante la reaccion de amino&cidos aromaticos con peroxinitrito
(Kato et al., 1997). En la figura 11 se muestra que tanto en el crecimiento sin
sales, como en presencia de NaCl 1 y 2 M, la 3-nitrotirosina fue el producto
principal y no el nitrotriptofano. Aunado a lo anterior se observé que la intensidad
de la banda que corresponde a la 3-nitrotirosina es mayor en la condicién de
estrés salino por NaCl 2 M.

Figura 11. Cromatoplaca de capa fina, revelada con ninhidrina, a partir de extractos
etandlicos de D. hansenii expuesta al estrés salino. Estandares de 3-nitrotirosina (1) y
nitrotriptofano (5), muestras de YPD control (2), NaCl 1M (3), NaCl 2M (4). La flecha indica que la
banda principal corresponde a la 3-nitrotirosina.

Con el fin de confirmar la presencia de 3-nitrotirosina en los extractos
etandlicos de D. hansenii durante el estrés salino, se compararon los espectros de
fluorescencia de excitacion y emision de los estandares de 3-nitrotirosina y
nitrotriptofano con los espectros de los extractos celulares etandlicos de D.
hansenii. En las figuras 12 y 13 se observa que los valores maximos de
fluorescencia de excitacion (a una A emision 418 nm) y emision (a una A excitacion
325 nm) del estandar de 3-nitrotirosina son semejantes a los que se obtuvieron en

los extractos celulares de D. hansenii y que estos patrones no corresponden a los
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espectros del estandar de nitrotriptofano. Se encontré también que tanto en la

condiciéon control como en la de NaCl 1 M, la fluorescencia de 3-nitrotirosina fue

similar; sin embargo, el mayor aumento fue en presencia de NaCl 2 M.

0.3

0.25

0.2

0.15

01

0.05

Fluorescencia Relativa (Aem=418 nm)

V] NaCl

2 M NacCl
= Estandar 3-nitrotirosina

= Estandar nitrotriptofano

320 340 360 380

Longitud (nm)

Figura 12. Espectro de fluorescencia de excitacion (Aem=418nm) d€ 3-nitrotirosina, en extractos
etandlicos de D. hansenii expuesta al estrés salino. Los resultados son representativos de tres
experimentos independientes.
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Figura 13. Espectro de fluorescencia de emision (A, 375,,) d€ 3-nitrotirosina, en extractos
etandlicos de D. hansenii expuesta al estrés salino. Los resultados son representativos de tres

experimentos independientes,

Para explorar si la formacién de 3-nitrotirosina puede ocurrir en D. hansenii
ante la presencia de peroxinitrito (formado por la reaccion del ion superéxido con
el Oxido Nitrico, Figura 4), en extractos etandlicos de D. hansenii, se estimo la
presencia de 6xido nitrico por la medicién indirecta de la concentracion de nitratos
y nitritos. En las mitocondrias de levaduras expuestas a hipoxia se ha observado
la produccion de Oxido Nitrico (NO") a partir de nitrito por la citocromo C oxidasa
que reduce el nitrito a NO™ (Castello et al., 2006). En la tabla 3, se observa que la
concentracion de nitratos y nitritos tanto en YPD control, como en presencia de sal

es la misma.
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Tabla 3. Medicidn de nitratos y nitritos en extractos etanélicos de D. hansenii

durante estrés salino.

Condicién Nitritos (UM) | Nitratos (UM)

YPD 5+0.05 4.98 £0.28
NaCl 1M 5.49+0.18 5.45+0.16
NaCl 2M 5.56 £0.14 5.51 £0.10

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de 6 experimentos independientes.

Curvas de Crecimiento.

Para esclarecer el posible papel de la tirosina durante la adaptacion de D.
hansenii a la alta salinidad, a un cultivo expuesto al estrés por NaCl 2 M se le
afiadio tirosina 5 mM. En la figura 14 se muestra la adicion de 5mM de tirosina,
mejora el crecimiento de D. hansenii en NaCl 2M.

=~ 2MNaCl 5mM Tyr

2 M NacCl

OD 600 nm

0 200 40 60 80 100 120 140
Tiempo (horas)

0.2 045 0.7 095 12 145 17

Figura 14. Crecimiento de D. hansenii en medio YPD-NaCl 2M, con o sin 5 mM de tirosina. El
crecimiento de D. hansenii se realizé en medio liquido y se registré en un espectrofotébmetro
automatico a una Agoo nm POr 140 h. Los datos son el resultado del promedio de tres experimentos
independientes.
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Para evaluar si la reaccidon de la tirosina con las ERO’s hasta la formacién
de 3-nitrotirosina puede ser considerado como un mecanismo antioxidante que
mejora el crecimiento de D. hansenii durante estrés salino; se decidié incluir en los
medios de cultivo de YPD NaCl 2 M el antioxidante a-tocoferol, que al igual que la
tirosina tiene un grupo fenélico con un grupo radical OH que puede ser oxidado por
las ERO’s. En la figura 15, se observa que en D. hansenii la optimizacion del

crecimiento es mayor con la adicién de a-tocoferol y tirosina en NaCl 2M.

NaCl 2M +Tyr 5mM+ Tocoferol

2.0 = NaCl 2M Tocoferol
NaCl 2M Tyr 5mM

NaCl 2M

1.5 4o

D0 600 nm

0.5 + T T v v v v ]
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (horas)

Figura 15. Crecimiento de D. hansenii en medio YPD-NaCl 2M, con o sin 5 mM de tirosina y
10uM a-tocoferol. El crecimiento de D. hansenii en medio liquido se registr6 en un
espectrofotometro a una ;goonm POr 140 hrs. Las curvas corresponden a un experimento
independiente de tres repeticiones.
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DISCUSION

Como ya se reportd en el estudio previo de Calderdon-Torres et al. (2011)
sobre la expresion genética de D. hansenii expuesta a estrés hipersalino, el ARN
mensajero del gen DhARO4 vy la actividad especifica de la enzima codificada por
DhARO4 aumentan en esta condicidn estresante, pero no encontraron que la
concentracion de tirosina aumentara también. Considerando los resultados
anteriores, en este trabajo se evalué la hipétesis de que la ausencia significativa
de un nivel alto de tirosina en contraste con la actividad elevada de DhAro4p
durante estrés salino fuera el resultado de la formacion de subproductos de la

tirosina recién sintetizada.

Los subproductos de la tirosina pueden ser: radical tirosilo, fosfotirosina,
tirosina 3-hidroxilasa, 3-nitrotirosina, y ditirosina (Ischiropoulos et al., 1998). Se ha
demostrado que uno de los subproductos que con mayor frecuencia se encuentra
en proteinas modificadas por agentes oxidantes es la 3-nitrotirosina. La 3-
nitrotirosina es el producto que resulta de la reaccién entre el peroxinitrito y la
tirosina. El peroxinitrito es un oxidante formado por la reaccion entre dos radicales

libres: el 6xido nitrico (NO") y superdxido.

La nitracion es una modificacion quimica que se utiliza para investigar el
papel funcional de los residuos de tirosina y su efecto en la funcidon enzimatica o la
actividad especifica de las proteinas. El estrés oxidante produce la nitracion de la
tirosina; por ello, la presencia de 3-nitrotirosina en las proteinas se utiliza como un

marcador de dafio por ERO’s durante el estrés oxidante (Gow et al., 1998).

Considerando que uno de los principales subproductos de la tirosina
durante estrés oxidante es la 3-nitrotirosina, en este trabajo se decidio determinar
si hay agentes oxidantes (especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno) durante
el estrés salino que pudiesen conducir a la formacion de 3-nitrotirosina. Al

determinar las especies reactivas del oxigeno, se observaron niveles elevados en
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la condicion del estrés salino por NaCl 2 M, tanto en los extractos celulares como
en las células intactas de D. hansenii.

Cabe destacar que en los extractos celulares, los niveles de ERO'’s fueron
mayores a los encontrados en las células intactas; esta diferencia probablemente
sea el resultado de una mayor degradacion de los componentes celulares en los
extractos, lo que puede conducir a una mayor concentracion de ERO’s con los que
puede reaccionar la 2°7 -diacetato de diclorodihidrofluoresceina.

Por lo que respecta a las especies reactivas de nitrogeno (ERN'’s), se
encontré que los niveles nitritos y nitratos fueron iguales, tanto en ausencia como
presencia del estrés por sodio. Lo anterior se puede explicar si se considera que
los niveles de ERO’s aumentan cuando se incrementa la concentracion de sodio
en el medio; pero en esta condiciobn también aumentarian los niveles de
peroxinitrito. Si el peroxinitrito reacciona con la tirosina recién sintetizada,
entonces los niveles de nitritos si pueden ser similares con y sin sodio. Y se puede
concluir que la formacion de nitrotirosina podria estar evitando el aumento de las

especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno.

Una vez confirmada la generacion de ERO’s y de ERN’s en D. hansenii, se
decidi6 evaluar si este aumento se debia a un cambio en la respiracion
mitocondrial. En este organelo es en donde se generan ERO’s de forma natural,
ya que en el pasaje electrénico de la cadena respiratoria que va desde la NADH-
ubiquinona reductasa (Complejo 1) hasta la ubiquinol-citocromo ¢ reductasa
(Complejo 1ll) algunos electrones pueden “escaparse” y reaccionar con el O, para
formar radicales libres. Por ello el consumo de oxigeno es un indice de la
produccién de ERO'’s. Y en efecto, al medir el consumo de oxigeno de D. hansenii
cultivada en NacCl, se encontré un aumento en la respiracion en comparaciéon con
los cultivos sin sodio. Indicando que en presencia de estrés salino si ocurrié un
cambio en la respiracién que resulté en una mayor generacion de ERO’s, como
previamente se habia encontrado. Esto parece deberse a un sistema antioxidante

insuficiente en presencia de concentraciones elevadas de sodio. Es importante
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remarcar que el aumento en la respiracion que se observé durante estrés salino es

similar al que encontraron Sanchez et al. (2008).

El aumento del consumo de oxigeno durante estrés por NaCl 2M, se
confirmé agregando CCCP, que desacopla la cadena de transporte de electrones
de la fosforilacion oxidativa; el desacoplamiento se produce porque el CCCP hace
permeable a los protones de la membrana interna mitocondrial, impidiendo la
relacion obligada entre la cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa. Cuando
esto ocurre hay una la inhibicion de la produccion de ATP al no generarse el
gradiente de pH pero la cadena de transporte de electrones sigue funcionando
libremente; a esto se le conoce como capacidad maxima respiratoria. Nuestros
resultados en presencia de CCCP también revelaron una mayor capacidad
respiratoria en las células cultivadas en presencia de sodio, que es mayor en NacCl
2 M.

En D. hansenii cultivada en sodio, el consumo de oxigeno aumentd, tanto
en ausencia como en presencia de CCCP; este aumento puede ser el resultado de
una mayor demanda de energia necesaria para activar los mecanismos de
respuesta y contrarrestar los efectos de las sales, tales como la produccién
elevada de glicerol y la expulsion de cationes (Petrovi¢, 2006). También puede
deberse a la mayor demanda de energia, debida a la disminucion de los niveles de
ATP que se detectaron en las células crecidas en presencia de NaCl.

El estrés oxidante puede influir en el nivel de ATP de las células (Gille y
Sigler, 1995; Petrovi¢, 2006); dado que la cadena respiratoria mitocondrial es la
principal fuente de ERO’s en las células aerdbicas (Gille y Sigler,1995). Se ha
reportado que la NADH deshidrogenasa es un blanco de intoxicacién de oxigeno
mitocondrial debido a una inhibiciébn generada por estrés oxidante que conduce a
una disminucion de produccion de ATP (Schoonen et al., 1990). Nosotros
consideramos que esta alternativa podria ser una opcién a los cambios en la
concentracion de ATP, sin embargo proponemos que la disminucién de ATP, en
D. hansenii ocurre como en el modelo de Petrovi¢, (2006), es decir el ATP

disminuye, porque hay un mayor gasto energético para contrarrestar los efectos
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del sodio, un mayor gasto energético se puede comprobar con nuestros resultados
de la respiracion, ya que observamos el mayor consumo de oxigeno en estrés
salino; si aumenta la respiraciéon es muy probable que aumente la concentraciéon
de ATP pero como el gasto energético es elevado entonces la concentracion de

ATP disminuye, tal como lo observamos en el estrés salino.

En este contexto es importante sefialar que D. hansenii ha sido definida
como una levadura respiratoria (Serrano et al., 1973), y mas recientemente, una
levadura con una capacidad de fermentacién baja (Sanchez et al., 2006). En este
trabajo, se observd que la concentracion de ATP en las condiciones de
crecimiento sin sodio o con NaCl 1 M son mayores que durante el estrés salino por
NaCl 2 M, esta disminuciéon de ATP puede estar directa o indirectamente
relacionada con el alto recambio energético que debe tener D. hansenii para
contrarrestar los efectos del estrés salino. No se puede olvidar que esta levadura,
en presencia de sal expresa un sistema para la expulsién del Na® (ENA), que
representa un gasto adicional de ATP por la célula.

En diversas levaduras se ha encontrado la presencia de una oxidasa
alterna (OXA), cuya caracteristica principal es la resistencia al cianuro (RRC)
(Veiga et al.,, 2000). EI grupo de Veiga et al. (2003) observé que en la fase
estacionaria, D. hansenii expuesta a NaCl 1.5 M, la RRC aumenta durante el
estrés salino y oxidante. Sin embargo, cuando inhibieron OXA, no encontraron
cambios en los niveles de ERO’s en D. hansenii, por lo que concluyeron que la
oxidasa alterna no previene la produccién de ERO’s.

Por otra parte, en nuestro trabajo también se midi6 la respiracion en
presencia de cianuro y octil-galato (para inhibir la oxidasa alterna); se encontrd
gue la RRC en D. hansenii se estimula en presencia y ausencia de sal, siendo
mayor en YPD este cambio; respecto a la OXA se encontr6 que existe una
inhibicién en todas las condiciones, sin embargo esta inhibicibn es mayor en
ausencia de sal, por otra parte se encontré que existe una respiracion residual, lo
que conlleva a concluir que quizas exista un complejo respiratorio alterno a los

antes descritos, y que posiblemente se active durante la fase logaritmica.
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Una vez que se encontrd que el estrés salino podia provocar un aumento
de ERO'’s debido a un cambio en la respiracion celular, se retomé la hipétesis de
que la tirosina es oxidada para formar 3-nitrotirosina, y se evalud la presencia de
este metabolito mediante cromatografia de capa fina; se encontr6 que en los
extractos etandlicos de D. hansenii expuestos a NaCl 2 M, el principal componente
fue la 3-nitrotirosina. Aungue en las células cultivadas en medio sin sal también se
encontré 3-nitrotirosina, este resultado es de esperarse, ya que las especies
reactivas de oxigeno se producen en condiciones sin estrés como producto de la
respiraciéon mitocondrial. Sin embargo, la banda de la 3-nitrotirosina presento la
coloracion mas intensa en la muestra de los extractos de NaCl 2 M, este resultado
concuerda con la mayor generacién de ERO’s encontrada en estrés hipersalino
que estaria implicada en el aumento de la oxidacion de la tirosina. La presencia de
3-nitrotirosina se confirmo mediante espectros de emision y excitacién y el nivel

mas alto de fluorescencia se encontré en NaCl 2 M.

No existen antecedentes con respecto a la tirosina como un antioxidante
durante el estrés salino; s6lo en un trabajo realizado por Frears et al. (1996), se
evalué la posible funcién de la tirosina como antioxidante. Estos autores
encontraron que durante estrés oxidante por peroxinitro, la tirosina, el triptofano y
la metionina pueden atenuar la inhibicion enzimatica de la GDPH, la explicacién
gue ofrecen los autores es que estos aminoacidos reaccionan directamente con el

peroxinitrito.

Para determinar si la tirosina tiene un papel antioxidante durante el
crecimiento de D. hansenii expuesta a NaCl 2 M se afadio tirosina y se comparé
el crecimiento en presencia de un antioxidante, el a-tocoferol. Con ambos
compuestos se encontré6 que el crecimiento aumentdé en comparacion con el
crecimiento de D. hansenii solo con NaCl 2 M. La explicacion para esta similitud se
debe a que la tirosina y el a-tocoferol presentan un anillo fendlico en sus
estructuras quimicas que puede interactuar con las ERO’s generadas por la

respiracion celular.
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Con los resultados anteriores, en el presente trabajo se valida la propuesta
de que la oxidacion de la tirosina durante estrés salino es un mecanismo para
disminuir los efectos del estrés oxidante, atrapando los radicales libres como 3-
nitrotirosina, y que este mecanismo depende de un aumento en la expresion del
gen DhARO4 y del subsecuente aumento en la actividad especifica de DhAro4p.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se apoya la teoria de que una respuesta contra el
estrés oxidante de D. hansenii durante el estrés hipersalino, es el aumento en la
expresion de DhARO4 y de la actividad especifica de DhAro4p para sintetizar
tirosina, y que ésta es oxidada para proteger del exceso de radicales libres; lo
anterior queda sustentado porque:

En el estrés salino de NaCl 2 M se encontraron mayores niveles de ERO’s,
ello demuestra que el estrés oxidante es un efecto del estrés hipersalino y muy
probablemente responsable de la oxidacion de la tirosina.

La concentracion de ATP en presencia de NaCl 2 M disminuy6 debido a
que durante el estrés hipersalino se requiera de un mayor gasto energético para
qgue D. hansenii lleve a cabo la osmoregulacion.

La alta actividad de DhAROA4, resulta en mayor sintesis de tirosina, que no
se detecta porque se oxida para formar 3-nitrotirosina, que aumenta en presencia
de NaCl 2 M.

La presencia de NO'y los niveles elevados de ERO’s son los responsables

de la nitracién de la tirosina.

El crecimiento de D. hansenii en estrés hipersalino, pero en presencia de un
exceso de tirosina aumenta al igual que cuando se afiade un antioxidante como el
alfa tocoferol. Esto demuestra que la oxidacién de la tirosina protege contra la
produccién de ERO’s observada durante estrés de NaCl 2 M y este mecanismo
contribuye a la elevada halotolerancia de D. hansenii.
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ANEXO
Medios de Cultivo
Medio YPD
Extracto de levadura 1% 10 g/Lt
Extracto de peptona 1% 10 g/Lt
Glucosa 2% 20 g/Lt
Agar 2% 20 g/Lt
Medio YPD + 1.0 M NaCl
Extracto de levadura 1% 10 g/Lt
Extracto de peptona 1% 10 g/Lt
Glucosa 2% 20 g/Lt
NaCl=5844g=1Menllt
Medio YPD + 2.0 M NaCl
Extracto de levadura 1% 10 g/Lt
Extracto de peptona 1% 10 g/Lt
Glucosa 2% 20 g/Lt
2MNaCl=116.86gen 1Lt
Medio YPD + 5 mM L-Tirosina
Extracto de levadura 1% 10 g/Lt
Extracto de peptona 1% 10 g/Lt
Glucosa 2% 20 g/Lt
5 mM (.Tirosina= 0.906 g en 1 Lt
Solucién de ZnSO, 30% p/v =30 g /100 mL de H,O= 3 g/10 mL de H,0O

N, N-naftil-etilendiamina — HCl 0.1% = 0.1 g/100 mL

Sulfanilamida 1% en H3PO4 5% = 1 g en solucién acida/100 mL = 1 g de
sulfanilamida + H3PO45.90 mL + H,0 94.1 mL

Solucién de Sulfato de Cobre (CuSQO,4) 5% =5 g en 100 mL H,O destilada
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HCI 0.1 N

NH4Cl 5% v/v =5 mL en 100 ml de H,O

Stock de NaNO3;=5 mM = 0.0042 g en 10 mL

Stock de NaNO, =10 mM = 0.0069 g en 10 mL

Buffer MES-TEA pH 6 =0.1 M =19.52 g en 1 Lt ajustado a pH 6 con TEA al 50%.
Trietanolamina 50% = 99.0% pureza = 50.5 mL en 100 mL

Buffer de fosfatos (KH,PO,) = 136.1 g = 1M en 1 It = ajustado a pH 7.2 con KOH

Buffer de citrato de sodio =294.10g=1Menl1llt=05M=14705gen 11t
ajustado a pH 5.5.

Buffer HEPES-NaCl pH 7.5 = HEPES = 10 mM = 2.383 g, NaCl = 150 mM= 8.766
en 1 Lt ajustado a pH 7.5 con NaOH.

PMFS = 1mM = 0.1742 g en 10 mL Etanol al 96%.
Stock de Tirosina=181.2g=1Menllt=1mM=0.1812gen 1 Lt
Stock de Triptofano =204.2=1Men1llt=1mM=0.2042gen 1Lt

Acido acético: butanol: H,O (15:55:30) = 15 mL acido acético+ 55 mL butanol
+30 mL H,O para 100 mL de buffer de corrida.

Solucion de revelado Ninhidrina = Ninhidrina 0.2% = 0.06 g en 30 mL de Etanol
al 96%.
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Determinacion de Proteinas por el método de Lowry

Solucion A:

Na,COs3 2.0%
NaOH 0.4%
NayK tartrato 0.16%
SDS 1.0%
Solucion B:

CuS04.5H,0 4%

Reactivo de Folin 1N (Diluir 1:1 el del stock 2N) Preparar al momento

Mezcla de trabajo (C) = A + B: (100:1) Preparar al momento

Curva H,O BSA, 1 mg/mL | Mezcla C | Folin 1N
estandar:
(mL) (mL) (mL) (mL)
Oug prot 1.0 0.000 3.0 0.3
25 ug 0.975 0.025 3.0 > : 0.3
incubar
50 pg 0.950 0.050 3.0 10 min 0.3
100 pg 0.900 0.100 3.0 0.3
150 pg 0.850 0.150 3.0 0.3
J
200 ug 0.800 0.200 3.0 0.3
Muestras H,O Extracto Mezcla C | N Folin 1N
(mL) (mL) (mL) (mL)
YPD 0.950 0.05 3.0 . 0.3
incubar
Na 1 M 0.950 0.05 3.0 ) 10 min 0.3
Na 2 M 0.950 0.05 3.0 0.3

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y leer a 660nm
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