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Nota previa:

Hemosqueridoque cadauno de los apartadosquecomponenestaTesissepuedaleercomo
un bloque independientey completoen sí mismo,en la medidaqueestoha sidoposible.
Esaesla razónpor la quehemosconsideradoconvenienteunir los capítulosde Resultados
con el de Discusión.

La numeraciónescogidaen la paginaciónde estaTesisha sido la siguiente:En la
introducción hemosoptado por una numeraciónromana. En el resto de los apartados,
aquellaspáginasque contienen únicamentetablas o figuras no han sido numeradas.
Tambiénhemosprescindidode numeraciónen la secciónde Bibliografía

Por otro lado, hemosutilizado unanomenclaturahabitualpara la mayor partede
los parámetrosy conceptosutilizados.

p. tasade crecimiento(h~’).
Y, rendimientoen biomasa(g de biomasa/gsustratoconsumido6 g/mol).
q, tasade consumode sustratoen mmol/(gh). Estasunidadesse han utilizadocuandonos
hemosreferido a tasasfisiológicasde consumoreferidasa célulasenteras.Cuandohemos
cuantificadolas tasasde transporteo consumoen célulasdesenergizadas,hemosutilizado
la expresiónnmo] sustrato/(mgproteínamm), ya que esta es la más frecuenteen los
trabajosde transporte.
D, tasade dilución (h’).
X, biomasa,expresadacomoDO620 o en g de materiaseca,segúnse recogeen cadauno
de los experimentos.

Por comodidad,debido a la iteración con que aparecenen el texto, en determinadas
ocasioneshemospreferidoutilizar las siguinetesabreviaturasparalas enzimas:

HK, hexoquinasa.
GK, glucoquinasa.
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Introducción

1.1. Efectosde la presenciade hexosasfácilmentemetabolizablesen el metabolismo
de los microorganismos.

La adición de glucosa,u otra hexosarelacionadacomo fructosao manosa,a un
cultivo con microorganismosprovocauna serie de efectos fisiológicos, de forma casi
universal,quecondicionanel modoqueel microbio va a consumirlas fuentesde carbono
que seencuentrendisponiblesen el medio. En general,los microorganismosinician un
crecimientosustentadopor las hexosasde fácil metabolismo,mientrasque el restode
fuentesasimilablespermanecensin ser consumidas.

Los mecanismospor los cualesla glucosay otrashexosasejercenesteefectoen la
mayoríade los microorganismosson variados,pero se traducenen cambiosrespectoa la
cantidad, tipo y funcionalidad de enzimasencargadasen la asimilación de sustratos
carbonados.La mayor parte de los fenómenosregulatoriosson comunesen todos los
gruposde microorganismos,seanprocariotaso eucariotas.

En los análisis de lo queocurrea lo largo del tiempo, desdequese añadea los
mediosmonosacáridosfácilmentemetabolizables,se distinguenunaseriede eventoscasi
inmediatos y otros que requierenun plazo más largo para que seanevidentespara el
experimentador.

Entre los fenómenosque semanifiestanmástempranamente,sepuedencitar los de
activación e inactivación de enzimas preexistentes.Fundamentalmenteen aquellas
implicadasen los circuitosde consumode fuentesde carbono,desdetransportadoresa
proteínascon funciónen la glucolisis.Estosse llevan acabomedianteefectosdirectosde
las hexosassobrelas enzimasy proteínasindicadas,asícomopor interaccionesde otros
metabolitosproducidosen loscircuitosde consumoo relacionadosa ellosLasherramientas
molecularesson, a su vez,diversas:sehan desritoefectorescomoel ATP, la fructosa-2,6-
difosfato, etc., que ejercen la función por ellos mismos, y mediadores,como protein-
quinasasy proteasas,cuya actividad está condicionadaa la presenciade los distintos
efectores.El cambioproducidoen estasactividadespuedenser temporaleso permanentes.

Además,puedenserobservadoscambiosy alteraciónde la estabilidady velocidad
de procesamientode los ARNm que contienenla informaciónparadistintasenzimas.

Existen,porúltimo, unaseriede fenómenostranscripcionalesqueafectanal grado
de síntesisde distintosmensajeros,entrelos quedestacanla induccióny la represiónpor
metabolito.Estosson los queseproducena máslargopíazo,frecuentementehorasdespués
del suministrode azúcares.

1.1.1.Efectosa cortopiazoen el metabolismode levaduras.La mayor partede
las investigacionesrespectoa la reguilación del consumo de fuentesde carbonoen
levadurasse han llevado a caboen el modeloSaccharomycescerevlsiae.

Son conocidos,desdehacetiempo, los fenómenosde inactivaciónmediadapor
proteolisis ocurridostras la adición de sustratosfácilmentefermentables(como revisión,
ver Holzer, 1976; Chiangy Schekman,1991; Gottesmanny Maurizi, 1992),que llegan a
afectarlos sitemasde controlcelulary división. Es especialmenteimportantela regulación
ejercida por este mecanismoen la fructosá-1,6-difosfatasa(Schork y col., 1995), pues
despuésde serinactivadaspor fosforilación(Lenz y Holzer,1980; Miller y Holzer, 1981),
sufrenun procesoproteolítico(Gancedo,1971). La otra enzimasfundamentalen el paso
de un metabolismogluconeogénicoa uno glucolftico, la PEPcarboxiquinasa,tambiénestá
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sujetaa un procesode fosforilacióninducidapor glucosa(Burlini y col., 1989),sin afectar
la actividad enzimática, tras lo cual es degradadaproteolíticamente(Gancedo y
Schwerzmann,1976). Además, son comunes en la renovación de la dotación de
transportadoresde distintossustratosasimilablespara la levadura(p. ej. ver la revisión de
Lagunas,1993y Riballoy col., 1995,que citanel casode los transportadoresde maltosa).

El fenómenomásimportanteregistradoen Saccharomycesque ha sido expuestoa
la presenciade hexosasse manifiestaen el la cadenade respuestasmediadaspor la
acumulaciónde AMPc (vía RAS-adenilatociclasa). De esta manera,se produceuna
amplificación de la señal de glucosa similar en muchos aspectosa la que ocurre en
mamíferostras la estimulaciónde hormonas(Martin, 1987).El primerfenómenodescrito
mediadopor AMPc en Saccharomycesfue la activaciónde la actividadtrehalasa(van der
Platt, 1974).

Enestalevadurasepuededetectarun incrementotransitoriode la concentraciónde
AMPc que tiene amplios efectossobre distintos blancos (ver Matsumotoy col., 1986;
Gibbsy Marshall, 1989; Serranoy Gancedo,1989; Broachy Deschenes,1990y Thevelein,
1991 y 1992). Para que se la aparición de la vía RAS-adenilatociclasa requiereel
transporteprevio y fosforilacióndel azúcar,aunqueno resultaserunarespuestaespecífica
de la adición de azúcar, pues otras causaspueden activar esta vía, entre ellas una
acidificación intracelular.

Las investigacionesrespectoa los componentesde la vía RAS-adenilatociclasahan
conducidoa la identificaciónde los mismos.Entreellos sesabequelos productosgénicos
de los genesRAS 1 y RAS2 son equivalentesala proteínaGsdemamíferosy tambiénson
activosen la conformaciónproteína-GTPeinactivosenla formaGDP-proteína.La proteína
del gen CDC25,catalogadocomogen relacionadocon el crecientoy control de división,
tambiénestáimplicadaen el intercambiode GTP-GDP,de formaquejunto a las proteínas
RAS son parte indispensabledel mantenimientode la concentraciónde AMPc. Se han
descubiertotambiéndistintos equivalentesde los oncogenesras de mamíferos,con las
mismasmutacionesen los aminoácidoscorrespondientes(p. ej. el RAS~”9 de levadura).
La actividadde los genesRAS estánmediadaspor la interacciónconlos productosde los
genesIRAl e IRA2, que codifican las llamadasproteínasactivadorasde la RAS-GTPasa,
aunque,tras la inducción, tambiéntienenel efectoinverso (Thevelein,1994).

Otras proteínas,comola cap/srv2(o, másespecíficamente,la parteN-terminal de
estaproteína) tambiénregulanla actividad de la adenilatociclasa (Wang y col., 1991 y
Wang y col., 1993).

De estamanerase puederegularla actividaddel completoadenilatociclasaquese
encargade la síntesis de AMPc. Este metabolito, una vez sintetizadoes degradado
lentamentepor acciónde las fosfodiesterasasPdel y 2. Estasesterasas,además,parecen
proteger a la célula de la entradade AMPc foráneo,que desencadenaríarespuestas
metabólicasno deseadaspor la célula (Wilson y col., 1993).El resultadode la diferencia
de la velocidadde síntesisy de degradaciónesla cantidadde AMPe en el interior celular.

Este compuestoactiva distintasprotein-quinasas.En esta levadura,las quinasas
estáncompuestasde subunidadescatalíticas(codificadaspor los genesTPKl, TPK2 y
TPK3) y una subunidadreguladoraqueinhibe la actividadquinasa(codificadapor el gen
BCYl). Los blancosde las protein-quinasasquehansido identificadosson: la fructosa-l,6-
difosfatasa(Miller y Holzer, 1981; Mazón y col., 1982; Rose y col. 1988), el factor
transcripcional Adrí, que pareceregular la inhibición de la expresiónde la ADHII,
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reprimible por glucosa(Cherry y col. 1989), la fosfatidilserinasintetasa,y posiblemente
la trehalasa,y la fosfofructoquinasa2 (Fran~oisy col., 1984).Ademáslas subunidades
catalíticasde las protein-quinasaspuedentenerefectosde retroregulación(feedback)en la
síntesisde AMPc (Thevelein,1994).

Esta breve descripciónde cómo esta reguladala síntesisde AMPc da idea del
control extricto de la vía RAS-adenilatociclasa.Estoes así,pueslos defectosen estetipo
de respuestaa la adiciónde azúcaresal mediode crecimientode Saccharomycescerevrsiae
son diversosy, en general,muy gravespara la célula. Entre los mutantesdefectuososen
la concentraciónde AMPc, se han descrito distintas aberracionesfisiológicascomo el
incrementode la sensibilidadachoquesde calor, la bajadadelos nivelesde carbohidratos
de reserva,fallos en la paradaen la faseGí del ciclo celularen situaciónde limitación de
nutrientes,incapacidadparacreceren medioscon frentesdecarbonono fermentables,etc.

Se ha propuestoque la función real de la vía RAS-adenilatociclasa sería la de
alertar y preparara la célula de la presenciade altas concentracionesde azúcaresen el
medio (Thevelein,1991).Sin embargo,sehadescritorecientementequeel AMPc no solo
estaría implicado en este tipo de respuestastempranas,sino que condicionaríanel
metabolismoestablede los azúcarespresentesen el medio hastasu consumototal (Boy-
Marcotte y col., 1996).

Existe otra serie de repuestasderivadasde la adición de glucosa (o fructosay
manosa)a un medio. Sin embargo,adiferenciade las anteriores,suapariciónpareceestar
condicionadaala presenciaen el mediode otros factoresnutricionales(como la fuentede
nitrógeno). Se cree que tambiénestá mediadapor la síntesis de AMPc. Estos efectos
aparecensin precisarla fosforilación del azúcar.Los blancosque afecta este circuito,
pareceser semejantea los de la vía RAS-adenilatociclasa,ademásde otros referidosa
cambiosen la concentraciónde ribosomasy desapariciónde los mensajerosde la cata]asa
1. A diferenciadel anteriormecanismode respuesta,el efecto espermanente(al menos,
mientrasexista azúcarsuficienteen el medio). Sin embargo,estecircuito de respuestaa
la adiciónde fuentefermentables,propuestopor Thevelein(1994) no ha sidoestudiadoen
profundidad.

Otras de las repuestasde la adición de la glucosaes el variaciónde los nivelesde
determinados metabolitos, fundamentalmenteglucolíticos, que pueden interaccionar
directamentecon enzimascon la fructosa-6-quinasay la fructosa-l,6-difosfatasa,comoel
ATP, AMP, etc. que contribuyenal cambiodel pasode un flujo gluconeogénicoa otro
glucolitico (Avigad, 1981; Bartrons y col., 1982; Lagunas y col., 1982; Hofmann y
Kopperschl~ger,1982; Reibsteiny col., 1986; Gancedoy Serrano,1989; Kretschmery
Fraenkel,1991; Gancedo,1992). Tradicionalmentese ha creídoque estasenzimaseranlas
responsablesde ajustarel tipo y cantidadde flujo en levadurasy microorganismosen
general,debidoa la extricta regulaciónde la actividada la que estánsometidas.De hecho
el Prof. A. Sols definió a la primeraenzimano como una enzimasujeta a regulación
histerética,sino comouna enzimacon una regulaciónall-hysteric (Gancedoy Serrano,
1989).

Se han documentadodistintos casos que afectan a la cantidad de ARNm que
contienenla información de varias actividadescatalíticasque se puededetectar tras la
adición de hexosas,como los de la enolasa2, la PGK, la piruvato quinasa,la piruvato
descarboxilasay la ADH 1 (Mocre y col., 1991).

Ademásexiste una serie de efectosde activaciónde la síntesisy actividad de
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enzimas,comoson los descritosen la piruvato quinasa(Burke y col., 1983;’ Gancedoy
Serrano,1989;Moorey col., 1991)y transportadoresde glucosa(Ózcany Johnston,1995;
Ciriacy y col., 1995; Reifenbergery col., 1995). En algunoscasos, la base molecular
subyacentea estas activacionesse han relacionadocon el nivel de metabolitosde la
glucolisis, cuyos niveles varían significativamentetras la adición de glucosa y otras
hexosas(Maitra y Lobo, 1971; Boles y col., 1993a; Boles y col., 1993b; Miller y col.,
1995; Boles y col., 1996).Así las hexosas-fosfatoy triosas-fosfato,inducenlos genesde
las enzimasfructosa-6-fosfatoquinasa,enolasaII, piruvatoquinasa,piruvatodescarboxilasa
y la alcohol deshidrogenasa1 (reponsablede la formación de etanolen condicionesde
consumoglucolitico). Es de resaltar,queen estacasoextrictamente,no sepuedehablarde
repuestasa corto plazo, pues la variación del nivel de síntesispuedeserevidentevarias
horasdespuésde iniciadoel consumode hexosas,sin embargo,e] disparode la activación
sedeberíaa unaseñaltemprana.

Se haseñaladorecientementela influenciaen la regulacióndel consumotemprano
de glucosay hexosasde la trehalosa-6-fosfato(Blázquezy col., 1993),ya queresultatener
un efecto primario como reguladorde la actividad hexoquinasa.Se ha propuestoun
mecanismomás complejo, en el cual estáríaintegradoel gen que codifica la trehalasa
fosfatasa(TPSI) (Theveleiny Hohmann,1995).Sehapropuestoqueel controlreal delgen
TPS1 que ejerceríaen los primerosinstantesdel flujo glucolítico seríaen la cantidadde
grupos fosfatode los quepuededisponerla levaduraparallevar acabola fosforilación de
las hexosas(Blázquezy Gancedo,1995; Theveleiny Hohmann,1995).

Todos estosmecanismosdesencadenadospor la adición de los monosacaridos
mencionadosanteriormente,son los responsables,en parte, de los cambiosmetabólicos
drásticos en Saccharomycescerevisiae, que han sido observadosy descritos desde
centurias.

Sin embargo,quizáel mecanismomásimportantequeafectaa unaampliavariedad
de rutasy víascatalíticasy quecondicionairreversiblementeel consumode glucosay otras
hexosasseael conocidocomorepresióncatabólica.

1.1.2. Represióncatabólicaen microorganismos.Desdehace dé¿adasse ha
observado que la adición de compuestosfácilmente metabolizablesprovoca en la
generalidadde los microorganismosuna imposibilidad para la asimilación de otros
nutrientes.Partede las causasque inducen estosfenómenossepuedenencontraren las
respuestastempranasala presenciade monosacáridosque hemosdescritosanteriormente.
Sin embargo,no son suficientesparaexplicar los cambiosmetabólicostan drásticosque
se observan.

La razónde la irreversibilidaddel ajustemetabólicoseencuentraen la aparición
de los fenómenosde represióncatabólica.Ésta se puede defmir como la ausencia(o
descensomuy acusado)de la síntesisde aquellosgenesquecontienenla informaciónpara
la toma y asimilaciónde otros nutrientesdistintosde aquel queha ocasionadola respuesta,
mientrasla concentraciónde dicho sustratoesté por encimade un umbral mínimo. El
conceptode represióncatab6licafuepropuestoporMagasaniken el principio de la década
de los sesenta,y desdeentoncesa ocupadoa muchosy diversosgruposde investigación.

Generalmente son los compuestos más fácilmente asimilables para los
microorganismoslos que disparanestasrespuestas,seanlos queprocurana. la célula la
fuentede carbonoo los queproporcionanla fuente de nitrógeno.En generalel umbralde
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represiónespequeño,aunqueesun parámetroquedependedel compuesto,de especie,de
cepay de lascondicionesambientales.Por ejemplo,seha comunicadoque distintascepas
naturalesde la levaduraPichia silpitis, utilizadapara la degradaciónde residuosconaltas
concentracionesde pentosas,son incapacesde asimilarxilosa cuandola concentraciónde
glucosaes tan pequeñacomo0.1 gIl o tangrandecomo 10 g/l, segúnlas cepasO.

Los primerosestudiossobrela regulaciónde la represióncatabólicaseefectuaron
teniendocomomodeloslas bacterias(Saier, 1989).

En sistemasprocariotas(E. coil fue el modelo) sc observóque la presenciade
glucosainduceunacaldade los nivelesde AMPc intracelular.La utilización de mutantes
permeablesa AMPc exógenopermitió comprobarque altos niveles de AMPc permitían
revertir el efecto represorde la glucosa,al menosrespectoa la utilización de lactosay
otros azúcares.En estalevadurasedeterminéla presenciade la proteínaCAP (catabolite
activatorprotein) que es din al AMPc. Estaproteínapuedeunirsea determinadaszonas
codificantesde ADN bacteriano,de forma que activa la transcripciónde dererminados
genesimplicadosen el metabolismode fuentesde carbono.

La ausenciade AMPc implica la casi ausenciade función de la proteínaCAP. Así
el AMPc es el mensajerode la presenciade glucosa.El mecanismopor el cual el azúcar
provocael descensode los niveles de AMPc es el siguiente:

La glucosa es transportadaal interior celular medianteuna serie de proteínas
denominadas,que inducen la translocaciónde la glucosa,de forma que el azúcarse
presentaen la cara citoplásmica de la membranaplasmáticaen su forma fosforilada
(glucosa-6-P).El fosfato necesario para el transportede glucosa es obtenido de la
desfosforilaciónde PEPmedianteunacascadacompleja.

El PEPesdesfosforiladoa pirúvico y el resto fosfato pasaa una proteínaE1, que,
a su vez, escapazde fosforilar a la llamadaproteínaHPr. Estaúltima transfiereel grupo
fosfato a unaseriede proteínastransportadoras(proteínasII), que son especificasde cada
sustratoquetransportan.Así la proteínall~ permiteal pasode glucosaal interioprcelular,
transfiriendoel fosfato que procedíade la proteínaHPr.

Pero,en la transferenciadel grupofosfatoentrela HPrfosforiladay el transportador
existeun intermediario,la proteínam

0~. Estaproteínaesbifuncional,puestambiéntiene
la cualidadde interaccionarconla adenilatociclasay transportadoresdeotrosazúcaresque
no permitenal sistemaPTS (translocadoresde grupo).

La proteína flI”’ es capaz de activar la adenilato ciclasa solo en su forma
fosforilada.Sin embargo,es en la forma no fosforilada como inhibe la acción de los
transportadoresno pertenecientesal sistemaPTS.

Fisiológicamente,al forma másabundantede la proteínallfl’ en presenciade
glucosaes la forma no fosforilada,de estamaneraseencuentranbloqueadoslos sistemas
de transportede otros azúcaresy, ademásla adenilatociclasaseencuentraprácticamente
inactiva.

Independientementede estesistemade regulacióngeneral,existenotrosqueactúan
de forma específica,afectandoa un númeroreducidode genes.

En lo referidos a hongos filamentosos, en los modelos estudiados,
fundamentalmenteAspergillusnidtelans, se ha determinadoun componentecentral que
regulala represióncatabólica,ademásde los quetienenun espectrode acciónrestringido
(Arst y Scazzochio,1985). Lasproteínasde los genescreCy areAsonlasresponsablesdel
control de las fuentes de carbono y nitrógeno, junto con el pacC, reponsablede la
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regulacióndel circuito de repuestaa pH estracelular.Mutacionesen estosgenesque
contienenla informacióndeestasproteínaspresentanseriesdefectosfisiológicoso, incluso,
provocanla pérdidade la viabilidad celular.

1.1.2.1. Represión catabólica en Saccharomycescerevisice. Las primeras
observacionessobrelos desencadenantesde la apariciónde la represiónpor glucosaen esta
levaduratuvieron como conclusión preliminar que también aquí la adición de hexosas
conducíaa unabajadade los niveles de AMPc. Se ofrecióasí un panoramasemejantea
lo que se pudo observaren bacteriasgram negativas.En principio, estasobservaciones
estabanen consonanciacon el viejo conceptode la universalidadmetabólica.

Sinembargo,medicionesmásexhaustivasy controladasde lasvariacionesdelnivel
AMPc confirmaronque la respuestarespectoa la concentraciónde AMPc en función a la
adición de hexosasesdistinta a la quesehabíadescritoen bacterias.Al contrarioqueen
procariotas,la adición de glucosa,como ya hemosmostrado,provocaun incremento
temporalde AMPc (Matsumotoy col., 1983;Erasoy Gancedo,1984; Gancedby Serrano,
1989). Además,otras evidenciasindicaríanque, aunqueel AMPe provocauna seriede
respuestasregulatoriastempranasen la levadura,carecede función en la regulaciónde la
represióncatabólica.

Tenemosqueindicar tambiénque no sepuedendividir los sustratos,en funciónde
la capacidadparadispararla represión,en represoresy no represores.Así, por ejemplo, la
galactosay la maltosa son capacesde reprimir las vías gluconeogénicas,aunque, al
contrarioque la glucosa,fructosao manosa,no afectanaa las implicadasen el consumo
de otrasfuentesde carbonoglucolíticas.Aun así,paraquesedesencadela represiónparece
imprescindibleel transportey fosforilación del represor.

Esto indica, entreotraspruebasexperimentales,quela represióncatabólicano está
sujeta a un único circuito de regulación.Parece,al contrario, que cadaunade las vías
sujetasa represiónporglucosatienensupropiocircuito de represión,aunquealgunode los
factoresregulatoriospuedentenerfunción en variosde los circuitosde represión.

Las víassujetasa represióncatabólicason:

> El transportey consumode otras fuentesde carbonodistintasa lo~ represores.
Afectan fundamentalmenteal metabolismode otros azúcaresy oligosacaridosasimilables.

b’ La víasgluconeogénicas.
> El ciclo del glioxilato.
> El ciclo de Krebs y la cadenade transponeelectrónico.

Por otro lado, el nivel de represiónde las enzimassituadasen cadauna de lasvías
afectadaspor la represiónvaría, comosepuedeapreciaren la Tabla A.

En un estudiode aquellosfactoressituadosen los pasossuperioresde la represióm
y queson capacesde afectara distintasvíasreprimibles,quizá el másestudiadosea la
hexoquinasaPII. Esta es una de las tres isoenzimas que fosforilan hexosas en
Saccharomycescerevisiae,junto ala HK PI y la glucoquinasa(GK). Parecequeesla única
de las tresque ademásde la función catalíticatieneun papel regulador.Sin embargo,es
muy amplio la cantidad de genes y vías que pueden ser controladasmediante la
hexoquinasaPI!, básicamentelos implicadosenla toma de otrasfuentesde carbono(Tabla
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B).
A pesarde quehacecasi dos décadasqueseconocela función regulatoriade la

proteínacodificadapor el gen HXK2 (Entian, 1977; Entian, 1980), no se sabecual es el
mecanismomolecularpor el cual ejerceel control en la expresiónde otrasenzimas.

Se ha propuestoque en el gen de estaenzimasepuedenreconocerdos regiones,
una catalíticay otra reguladora(Entian y Fr6lich, 1984a). Sin embargo,otros estudios
muestranqueesúnicamenteprecisoaltacantidadde actividadcatalíticaparaquesedispare
la represión(Ma y col., 1989).Además,se han propuestootrasmecanismosde regulación
quecontendríaestaenzima.Entre ellosdestacala capacidadde actuarcomounaprotein-
quinasa(Herreroy col., 1989).

Esta enzimaestá sujeta a regulaciónde la cantidad de síntesis por frente de
carbono.La síntesisaumentaconsiderablementeen presenciade glucosay disminuye
drásticamenteen presenciade fuentesoxidablescomoetanol(Moreno y col., 1994). La
razón de esta regulaciónpor fuente de carbonose ha explicadopor la presenciade 2
secuenciasen la regiónpromotoray codificantedel genquepuedenserblancode factores
de represiónde la expresióndel genen situacionesfisiológicasde desrepresión(Martínez-
Campay col., 1996).

Otrosgenessonrequeridosparala desrepresión,entrelos quetienenun efectomás
amplio se puedeindicar el gen CAT1/SNFl (que codificaunaprotein-quinasa).Estegen
y el HXK2 condicionanel nivel de actividadde gran cantidaden enzimasen función de
la fuentede carbono,de forma queparencenque estánsituadasen el nivel másalto del
controlde represiónencontradohastaahora.Sin embargo,seha de resaltarquela deleción
de la HK Ph o de la totalidadde las enzimasfosforilantesde hexosasen Saccharomyces,
no tiene los efectosdeletéreosqueocurrenal eliminar las piezasclave de represiónde
hongos filamentosos.Aunque es suficiente una mutación hxk2 A, para obtenerunos
fenotiposdesreprimidosparael consumode otros azúcares.

Existen una serie de genessituadosen un peldañoinferior de la secuenciade
represiónque tambiéntienen un papel amplio en el control de síntesisde otras enzimas.
Entre ellos, se puedencitar los genesHEX2IREGl y GRR1/CATSO.sin embargo,la
mutaciónde estosgenesno solo implican el efectodirecto esperadode alivio en el nivel
de represiónen los mutantes,sino quetienen otros efectosdistintos. La regulaciónde la
función de estos genes pareceser complicada, pues se han descrito una serie de
subunidadescatalíticas(p. ej. la proteínadel gen CAT3/SNF4).

En un nivel inferior sesitúael factor transcripcionalcodificadopor el genMIGí,
capazde unirsela regiónregulatoriade muchosgenesde levadura(Nehlln y Ronne, 1990;
Nehlin y col., 1991).El mecanismoquedisparala represiónes la uniónde la proteínadel
gen MIGí con las proteínasde los genes55N6/CYC8 y TUPí, paraformar un complejo
(Keleher y col., 1992). El estudio de la estructurade la proteínade gen MIGí explica
porqueel estudiode la represióncatabólicano esimportantesóloporun interésmeramente
básico, sino como herramientapara entender la regulación de ciertos mecanismos
regulatoriosde organismossuperiores,especialmenteel control del desarrollode tumores
(Hartwell, 1992). Es una proteíanen la que seha definido unosdominiostipo zinc-flnger,
de forma semejanteal factor de respuestatempranade crefcimiento(EGR) y a la proteína
del tumor de Wilms (Nehlin y Ronne,1990). Por otro lado, la proteínadel gen TUPí es
semejantea las proteínasSTE4,CDC4,CDC2O,MAKl 1 y al proteínadisparadordel corte
del desarrolloneuronalde Drosophilamelanogaster(Williams y Trumbly, 1990, citadoen
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Trumbly, 1992).
Parecequela activacióndel genimplicadoen la desrepresiónCATl/SNFl (Celenza

y Caríson,1986) es el que implica la disgracióndel complejodeproteinasssn6/cyc8-tupl-
migí (Celenzay Caríson, 1989). Otra vez se observansemejanzascon otros sistemas
regulatorios,puesla proteínacatl/snfl essimilaral factor CDC2Sde levaduray a distintas
protein quinasasde mamíferos(Celenzay Caríson, 1986 y 1989). Recientemente,se ha
comunicadola función del gen CATS que parecefundamentalen la desrepresiónde
enzimasgluconeogénicas(fructosabifosfatasay PEPcarboxiquinasa)ademásde enzimas
del ciclo del glioxilato (isocitrato liasa) (Proft y col., 1995).

Ademásexistenunaseriede genesquemedianen la represiónde algunade lasvías
particularesdelconsumode ciertossustratos.La glucosaparecequeactúasobrealgunode
los componentesnecesariospara la inducción de algún componentede la vía en concreto.
Por ejemplo,sobreel gen GAL4 (Gal4p) en el circuito del consumode galactosa(genes
GAL) (Johnston, 1987), actuandosobre el transportadorde maltosapara reprimir el
consumode maltosa(genesMAL) (ver Vanoni y col., 1989),o sobrelas las proteínasde
los genesHAP2 y HAP4, para reprimir la síntesisde los genesCYC, inducidospor
oxígeno(ver Forsburgy Guarente,1989).

También se ha descrito el circuito de represiónde los genesnecesariosparael
consumode sacarosa(genesSUC), dondeel componentemás reguladoes el gen SUC2
que expresala invertasa.

(Sepuedeobtenerunainformaciónmásdetalladadel control de represiónde cada
uno de los circuitos consultandolas ref. de Entiany Barnnett, 1992; Trumbly, 1992 y
Gancedo,1992).

Todoslos efectosquehemosmostradosomeramenteexplicanloscambiosdiversos,
fácilmentecuantificablesen leboratorio, que se observanen Saccharomycescerevisiae
cuandopasade un crecimientoutilizando fuentesoxidablesaotro conglucosa.Entreotros,
el reemplazamientodel metabolismooxidativo por otro preferentementefermentativo,con
producciónde etanola concentracionesaltasde glucosa(efecto Crabtree),por represión
de las enzimasde la cadenade transporteelectrónicoy ciclo de Krebs. Imposibilidadde
consumosimultáneoconfuentesglucolíticasy gluconeogénicas,comoel etanolproducido
en la fermentación.Todoello implica unacaldaen el rendimientoen biomasaen cultivos
con glucosau otra fuente de carbonofermentabley la apariciónde las llamadadiauxia,
consistenteen la compartimentalizacióndel crecimientocon unavariedadde fuentesde
carbono,dondeel primer tramo de crecimientose realiza sobreel sustratorepresory el
segundoutilizando el restode fuentesde carbonoreprimibles.Frecuentementeexisteuna
fasede ceseo atenuaciónde la velocidadde crecimientoentrelos períodosde consumo,
quese debea la adpataciónde la maquinariaenzimáticaparainiciar la asimilaciónde los
sustratosremanentes.

Independientementedel tipo de metabolismocon el quese consumelos azúcares
del medio,parecequela tasametabólicadependefuertementedela velocidadde transporte
del azúcar(Gancedoy Serrano,1989; Lagunas,1993).Así, en el estudiode la regulación
del consumode glucosa y otras fuentes de carbonoadquierenrelevanciatambiénlos
estudiosdel transportede glucosa.

Se han descrito más de una docena de genes(HXT) en Saccharomycesque
codifican unasecuanciaque los hacepresumir transportadoresde glucosasemejantesa
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otros genessemejantesde mamíferose incluidos dentro de una famila de proteíanas
transportadorasde glucosa;la famila GluÉ (Bisson y col., 1993; Marger y Saler, 1993;
André, 1995). Aunque parece que no todos tienen una función en condiciones de
laboratoriotransportadores(Ozcany Johnston,1995; Ciriacy y col., 1995; Reifenbergery
col., 1995). Son innumerableslos trabajos referidos a la regulacióndel transportede
glucosa, que presentaremosa lo largo de la memoria de esta Tesis, junto con sus
conclusiones.

Al buscarreferenciassobre estudiosde la regulaciónde la toma sustratospor
glucosaen otras levadurasdistintasa Saccharomyces,el panoramase restringea unos
ejemplosescasos.Se ha documentadoen otrasespediesde levadurala importanciaen el
controlde represiónde la actividadhexquinasa,comoenSchwanniomycesoccidentalis(Mc
Canny col., 1987) y Pac/zyso/ennnnophdus(Wedlocky Thornton, 1989; Wedlocky col.,
1989). Esto puede inducir a considerarque los circuitosde represión,y en concretoel
papel de las hexoquinasasen el controlde represión,en otras levadurasseríansemejantes
a los descritosen Saccharomyces.
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TablaA. Variacionesde la actividadde enzimassujetasa represióncatabólica’.
enzima factorde represión

(Act. sin g]ucosa/act.con glucosa)

750

120

90

80

80

60

50

50

40

25

invertasa

sicobol deshidrogenasa

maltasa

malto sintetasa

isocitratoDH (NADP dependiente)

PB!’ carboxiquinasa

fructosa-],6-difosfatasa

isocitrato¡lasa

ga]actoquinasa

glutamatoOH (NAO dependiente)

aconitasa

citocromoc oxidasa

isocitratoDE (NAD dependiente)

Tomado de Gancedo,1992.

5

5

4

TablaB. Enzimasafectadaspor la acciónde la HK Ph’.

enzima acciónde HK Pil

a-glucosidasa

invertasa

galactokinasa

citocromos

isocitratoliasa

fructosabifosfofatasa

+

+

+

ti

Datostomadosde Gancedo,1992.
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1.2. Cómo afectala represióncatabólicaendeterminadosprocesosindustrialescon
levaduras.El ejemplode Candida<allis’.

Las levadurashan sidoutilizadasen los primerosprocesosbiotecnológicosque ha
desarrolladola humanidad.Por ellas ha sido posiblela elaboracióndel pan y de bebidas
alcohólicas.Las necesidadesde levadurason muy importantesen la sociedadactual,p. ej.
en el mundo se producía la décadapasada2.2-2.4 Tm de levadurasecaal año y el
consumode levadurade panaderíaen Europaeta 1.2-1.8 Kg/habitante (Trivedi y col.,
1986).Hastahaceun tiempohistoricamentecorto,los sustratossobrelos queseproducían
las fermentacioneseran de procedencianatural y sin unacomposicióncompleja.En los
medios de producción es común la presenciade una variedadde fuentes de carbono
asimilablesparalas levaduras,entrelasqueseencuentranlas hexosasquepuedenacarrear
la apariciónde represióncatabólica(TablaC).

Tabla C. Azúcaresen distintasmediosutilizados para el crecimientode levaduras,en
porcentajede sólidos totales

composiciónmediade melazas’

de cañade azúcar de remolacha

sacarosa 45.5 63.5

rafinosa 0 1.5

azúcarinvertido 22.1 0

otros 5.5 1.5

composiciónde caldosparafermentaciónalcóholicay mostos2

glucosa

fructosa

maltosa

maltotriosa

14.2

3.6

53.2

13.1

De Reedy Nagodawiithana(1991). 2 De Renger(1991).

Durantetodala MemoriadeestaTesis,hemosdenominadoa nuestralevaduracon el nombrede Candida
utilis, a ~C5M de que,desdeel puntode vista de la clasificaciónsistemática,no es conecto.Recientementese ha
descubiertoque las cepasenglobadascomo Candida ¡allis (Hennenberg)Lcdder & Kreger-vanRij (antesTorula
¡allis) son, en realidad,los ananiorfos(sin ciclo sexualconocido)de Pichia jadinil, ya que en experimentosde
reasociaciénde ADN, ambosmaterialesgenéticossemuestransemejantesen un 85% (Barnetty col., 1990).Pero
el nombresistemáticono estanconocidocomoel anteriore,incluso,semantienenladenominacióndeCandida¡allis
en las referenciasbibliográficasmás recientes.
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Sin duda,el socio microbiológicoindustrial másantiguoy fiel del hombreha sido
Saccharomycescerevisiae.Sinembargo,duranteestasúltimasdécadasla búsquedade otras
levadurascon las que desarrollarnuevos procesosbiotecnológicos,ha conducido al
hallazgode otrasnumerosasespeciescon aplicaciónindustrial, entreellas Candidautilis.

Desdela SegundaGuerra Mundial esta levaduraseha utilizado coñio fuente y
complementode proteínasen la alimentaciónhumanay animal (Bozey col., 1992). Así,
ha sido una de las especiesmásutilizadasen la producciónde SCP (SingleCeil Protein),
término acuñadopor C. L. Wilson en 1966 (en Lichfield, 1979). El problemasanitario
ocasionadopor unadieta deficiente en poblacionesdepauperadas,con unaalimentación
consistentecasi exclusivamenteen cereales,es alto y nuestralevadura,entre otras, ha
venido a rellenarlos requerimientosde aminoácidosdeficientesen cereales,como lisina,
metionina,y treonionaen estaszonas(Fogel y Welch, 1987; Halászy Lásztity, 1991).

Los microorganismosson perfectospara estos fines, pues contienen un alto
contenidoen proteínasdigeribles,con abundanciade aminoácidosesenciales:

En general, los microorganismosson excelentespara este fin, por la rápida
producciónde biomasa,la capacidadde crecimientosobreunaampliavariedadde medios
y residuosagricolase industrialesbaratos.Además,muy frecuentementelas levaduras
tienen una serie de ventajassobre las bacterias (Boze y col., 1992); estas son: el
característicopH óptimo de crecimiento ácido permite produccionesindustriales sin
cuidado de contaminacionesde origen bacteriano.Además, la utilización de levaduras
disminuye considerablementeel riesgo de desarrollode respuestasinmunológicasen los
consumidoresy son raroslos casosde enfermedadesprovocadaspor especiespatógenas.
Hastadondesabemos,solo seha comunicadoun casode infección por Candidautilis en
un enfermoafectadopor SIDA (Alsina y col., 1988).

Los requerimientosparala producciónde levadurasonescasos,puesparaconseguir
100 g de levadurasecaseprecisan200 g de sustratosquesirvan comofuentede carbono,
25 g de amoniaco,15 g de sulfato y 7 g de fosfato amónico.Muy frecuentemente,no se
precisaunacomposiciónmuy extricta en oligoelementosy vitaminas (Costa, 1974). En
levadurasseha descritocomo unosionespuedendesplazarfuncionalmenteá otros con,
relevancia fisiológica en el caso de una insuficiente concentración de los iones
reemplazados(Dedyukhinay Eroshin, 1991).

Candidautills resultaser un organismoproductorde biomasamás favorable que
Saccharomycescerevisiaepor lassiguientescaracterísticas:No necesitael suplementode
ningúnaminoácidoen los mediosde producción,los requerimientosrespectolas vitaminas
del grupo B son escasos,escapazde asimilarpentosas,comola xilosa,y puedecreceren
medioscon una fuente de carbonoy amonio comofuente de nitrógeno, con pequeñas
cantidadesde otros nutrientesy factoresde crecimiento(Líchfield, 1979). Ademásresulta
sermásafín por hexosasque Saccharomycescerevisiae(Postmay col., 1989a).

Los procesosindustrialesde producción de Candida milis han utilizado lejías
sulfiticas (p. ej. Vrána, 1960, ejemplosen Boze y col., 1992), y residuoscarbonados
procedentesde actividadesagrícolase industriales.Es sobreestosúltimos sustratosdonde
la producciónespañolaha sido másactiva, ya que se han utilizado residuosde orujos de
uva y destilerías(en LópezGarcés,1989).

La primera vez que se comunicóel crecimientosobre residuosde hidratosde
carbonode Candidautilis fue apartir de aguasde lavadode almidón(Reiser,1954).Desde
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entonces,sehadesarrolladodistintosprocedimientosindustrialesen los que,generalmente,
sehan utilizado fuentesabundantesen los lugaresde origen (melazasen Europa,residuos
de turberasen Canadá,jugo de pita en Méjico, etc). La tasas de producciónpueden
apreciarseen la TablaD:

En estatablano aparecenlos datosde producciónde unalevadura,presumiblemente
Candida milis, en la antigua República Democráticade Alemania. Los comunicantes
afirmaronproducir varios trenesdiarios cargadosde levaduraseca,capazde alimentara
los aninia]esde miles de granjasporcinasy avícolas,a partir de residuosproducidosen un
complejode refineríaspetrolíferas(informesCHEMISEM.l5/R.16y CHEM/SEM.151R.30
de los seminariosdel Comité de la IndustriaQuímica,de la ComisiónparaEuropade la
ONU, 1986).

TablaD. Producciónanual de Candidamilis en el mundopor distintosprocedimientos

fuentede microorganismo producción país
producción (Tmlaño)

etanol C. milis 7 ío~ E.E.U.U.

desechosde patata Endomyces
fibuliger +

C. milis

íOqo~ Suecia

fugo de pita C. milis l.4~l0~ Méjico

desechosde papel C. milis sío~ E.E.U.U.

Fuente: LópezGarcés(1989).

Sepuedeobservarcomola producciónsuecaes la mayor,entrelasconfirmadasy
conocidascomercialmente.El procedimientoqueutiliza es el llamado procesoSYMBA
(Jarí, 1969),dondela producciónde biomasase realizaen dos pasos.En el primero,una
levadura(Endomycesflbuliger,antesllamadaSaccharomycopsisflbuliger,y Endomycopsis
fibuliger (Barnetty col., 1990)) hidroliza el almidón añadidoal medio como fuentesde
carbono.Los productosde la hidrólisis que no son aprovechadospara la formación de
biomasade la primeralevadura,son inyectadosen fermentadorescon Candida milis. Esta
última levaduraacabadesplazandoa Endomycesfibuliger, de forma que el 98% de la
biomasafinal es Candidamilis. Los datoscomercialesde la producciónpor parte de la
Swedish Sugar Company, fueron suministradospor los fabricantes de fermentadores
Chemap.Estos son: La produccióncomercial se inició en 1973 y, hastadondepodemos
saber,continúaactualmente.Se puedentratar20 m3/h de aguasresidualesde unafábrica
procesamientode patatas,con unaconcentraciónde almidón del 2-3%. Seproducenunos
250 Kg/h de levaduraseca.La reducciónde la demandabiológica de oxígeno(DBO) en
los efluenteses del 90% (catálogoChemap).

A lo largo del tiempo se han publicado artículosque mejoran las condiciones
iniciales de producciónpropuestaspor Jarí (por. ej. Lawford y col., 1979; Admassuy
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Korus, 1983; SA Correia, 1984; Peinadoy col., 1987b). Sin embargo,no se han podido
solucionarlos problemasde producciónque conlíevaesteproceso.

Se puedeentenderfácilmenteque la producción de biomasamicrobiana ha de
llevarse a cabo con la utilización de residuosbaratos,puesel productoes de muy bajo
valorañadido.Aunquetras las crisis repetidasde energía,la producciónde SCPha dejado
de ser rentableen muchoscasos,todavíaresultaserun foco de investigacióndebidoa la
reducciónde la DBO quesepuedeconseguirtrastratarlos residuosindustrialesy agrícolas
antes de su vertido. Por otro lado, en los últimos años se ha comunicadonuevas
aplicacionesde Candido milis, donde el producto es de alto valor añadido: como la
producción de determinadosalcoholes de cadenalarga (Derrick y Urge, 1993), la
producciónde glucomananoscon unapotencial aplicaciónen el tratamientode tumores
(Kogany col., 1993)y comofuentede ARN en fermentadoresair-l¿fr (Ichii y col., 1993).

De estamanera,la forma másprovechosade producción,cualquieraqueseasel fin
de la utilización de Candidamilis, esla utilizaciónde cultivo continuo.Con estatécnica,
sepuedeconseguirproduccionesy tratamientosderesiduospermanentes,manteniendoun
caudalconstantede adición de medio fresco y de eliminaciónde caldo del fermentador.
Así, se puedenconseguircultivos con un caudalconstante,dondeel medio y la biomasa
es lavadocontinuamente.

En principio, es importanteajustarestatasade lavadode los fermentadoresa los
valoresmás altos posibles.Se consiguede estamaneraunaalta velocidadde tratamiento
de residuopsy unaalta tasade producciónde biomasa.Estaúltima ventajaesdebidaa que,
al aumentarla velocidadde adiciónde nutrientesen cultivos estables,la tasaconque los
microorganismospuedenconsumir los sustratosañadidoses mayor y la cantidad de
biomasaformadapor unidad de tiempo esalta (sedescribecon másdetalle la técnicade
cultivo continuoen Material y Métodos).

Sin embargo,si los medios llevan en su composiciónhexosasque ocasionan
represión, cuando se mantienen altas tasas de adición de medio, la concentración
instantáneade los sutratosrepresoresaumentapor encimade los umbralesde represión.
Si esto sucede,los microorganismosinician el consumo especifico de los sustratos
represores,mientras que las otras fuentes de carbono asimilables no pueden ser
consumidas.El efecto inmediato es que desciendela concentraciónde biomasaen el
fermentador(y, por tanto, la tasade producción)y aumentae] contenidode compuestos
carbonadosen el efluente (con lo que no se consigueunasbuenas depuraciones,al
mantenersealtosnivelesde DBO). En nuestralevadura,la apariciónrepresióncompletade
la toma de otros azúcareses complelacuandola concentraciónde glucosaesde 0.1 gIl
(Peinadoy col., 1987b).

Todoslos procesosde producciónde biomasade Candidamilis estánobligadosa
mantenerbajastasasadición de medio frescoalos fermentadoresparaevitar la aparición
de la represióncatabólica.De estaforma no seconsiguenlos valoresde producciónque
seríanposiblessin la existenciade represión.

Independientementede el impactoqueproducela apariciónderepresióncatabólica
en usos aplicadosde nuestralevadura,es importante el estudio de este fenómenopor
motivosde interésbásico.

Candido milis resulta ser un modelo de levadura distinta a Saccharomyces
cerevisiae,ya que ambas resultanser levadurasque muestranrespuestasmuy distintas
respectoa la regulaciónde su metabolismode fuentesde carbono.
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Nuestralevaduramuestraen metabolismorespiratorio,dondemenosdel 30% de la
glucosametabolizadaes fermentada,mientrasesteporcentajeesmayoren Saccharomyces
cerevisiaeen condicionesaerobias(Gancedoy Serrano,1989).

Por otro lado, Candidamilis es un levaduradondese ha descrito una respuesta
positiva en el efectoPasteur,cuandoa estesele define comoel descensodel consumode
azúcaren condicionesaerobias,comparadoconel queseobservaen limitación de oxígeno
(Gancedo y Serrano, 1989). A pesar de lo que se ha asumido tradicionalmente,
Saccharomycescerevisiaeno esunatípica levaduraPasteur+ (Gancedoy Serrano,1989).
Esta confusión viene dadade malinterpretaciónla observaciónde Pasteurde que “La
levaduraes capazde creceren una solición con azúcaren una completaausenciade
oxígenoy aire. En este caso,unapequeñacantidadde levaduraes formaday unagran
cantidadde azúcardesaparece,60 u 80 partesde azúcarpor parte de levadura...Si el
experimentoeshechoen presenciade aire... solo4-10partesde azúcarson transformadas
por cadaparte de levaduraobtenida” (traduccióntomadade Lagunas,1986).

Además,Candidano es una levaduraque muestrael efecto Crabtree,estoes, la
existenciade fermentaciónalcohólicaen condicionesaerobias(van Dijken y Scheffers,
1986).En condicionesdondeexistealtasconcentracionesde glucosa,la fermentacióndel
azúcarsuponela mayorvíadeconsumodel azúcarenel metabolismo,enaquellaslevaduras
que muestranesteefecto,entreellasSaccharomycescerevisiae.

A diferenciade Saccharomyces,nuestralevaduraestá definida comoKluyver +

respectoa ciertos azúcares(Barnetty col., 1990), si definimosestefenómenoscomo: “La
imposibilidadpara fermentaralgunosdisacáridosa etanol y dióxido de carbono,incluso
cuandoel metabolismorespiratoriode los disacáridosy la fermentaciónalcohólicade las
hexosascomponentesde éstoses posible”. (Weusthuis,1994).

Por otro lado, Saccharomyceses incapaz de consumir ciertos compuestos
simultgneamentecon glucosa, por ejemplo, el alcohol de fermentación o añadido
exógenamente.Nuestralevadurasi puedeconsumirambasfuentesde carbono,tal como
han comunicadoVranáy col. (1989) y Weusthuisy col. (1994a).

Todoello da ideade las diferenciasquesepuedenencontrarentreSaccharomyces
cerevisiaey Candida utilis. La cuestión por la que nos hemospreguntadodurantela
realizaciónde estaTesises:

¿La regulaciónde la represióncatabólicaen Candida milis es parecidaa la que
muestraSaccharomycescerevisiae?.

La aproximaciónmásaccesibleparanosotrosfue,en principio estudiarla regulación
por fuente de carbonode las hexoquinasas,ya que estastienen una función fisiológica
fácilementeaccesibleparael experimentadory estánimplicadasen el control de represión
de un alto númerode genes,sobretodo,de aquellosimplicadosen el consumode fuentes
de carbono.
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1.3. Hexoquinasasen los microorganismos.

Sehan descritoestasenzimasdesdehacemásde 60 años(Kalckar, 1985). Tienen
la propiedadde fosforilar en el sextocarbonolas hexosasqueentranen el flujo glucolitico,
comola glucosa,la fructosay la manosa.Se han encontradoen todo los grandesgrupos
de microorganismos,arqueobacterias,eubacterias,algasunicelulares,protozoosy hongos
unicelulares y filamentosos. En general se pueden dividir sistemáticamentelas
hexoquinasasen función de los sustratosque fosforilan. Aquellas enzimascapacesde
utilizar glucosay manosason denominadasglucoquinasas(GK), mientrasque las que
tambiénpuedenusarfructosason llamadashexoquinasas(HK). En general,estasson las
enzimasquese puedenencontraren los microorganismosy otrosserespluricelulares.De
todas maneras,se han descrito enzimasespecíficaspor un único sustrato, como las
fructoquinasasen gruposde protozoosy bacterias(Mertensy MUller, 1990 y citadosen
Garfinkel y col., 1989 y Woolfitt, y col., 1988).

Las hexoquinasasson enzimasque requierenla presenciade 2 sustratospara su
funcionamiento.En levaduras,se ha descritoque la moléculaque escapazde donarel
grupo fosfato para la fosforilación de hexosasen condicionesfisiológicas es el ATP.
Ademásotros sustratoscapacesde cederun grupofosfato puedenserempleadospor estas
enzimas,comoel ADP, el Pi, el PEP,creatina-P,GTP; CTPy UTP aunqueen generalsolo
cuandoel nucleótidoestápresenteen altasconcentracionesen la mezclade reaccióny con

escasaefectividad.Existenotrossustratossobrelos cualeslas hexoquinasaspuedenactuar,
por ejemplo,aquellosanálogosde glucosaque poseenuna modificaciónen el carbono2,
comola 2-desoxiglucosa(especialmentelasHK). Sinembargo,no seha descritoactividad
quinasacon N-acetilglucosamina,análogosde glucosaalteradosen el carbono3, galatosa,
ribosa,arabinosay disacáridos,al menosen Saccharomycescerevisiae(Maitra, 1975).

Cuando se ha estudiadola importancia de estasenzimasen el control de la
velocidadde glucolisisen levaduras,se ha concluidoque, en generalla actividadmáxima
de estasenzimassehalla en excesoen comparacióncon el flujo de consumode azúcares
por lo que no seha supuesto (Gancedoy Serrano,1989; Galazzoy Bailey, 1990)

1.3.1. Hexoquinasasen Candida¿allis. nosotrosabordamosen un trabajo previo
el estudiode la caracterizaciónde la actividadhexoquinasaen nuestralevadurade trabajo,
Candida milis (1991). Estasería la única posibilidad en trabajosfisiológicoscon nuetra
levadura,pueses el único peldañoen el circuito del control de represióncatabólicasobre
el que esposibleactuarsin precisarla utilización de herramientasde BiologíaMolecular,
ya que solo hasta tiempos muy recientesno se ha descrito ningún sistemaque nos
permitierael estudiogenéticode Candidamilis (Kondo y col., 1995).

Tras una serie de análisis cromatográficospudimos separar tres actividades
enzimáticas.Dos de ellaserancapacesde fosforilar las tres hexosas:glucosa,fructosay
manosa.Por suafinidadpor la fructosafuerondescritascomohexoquinasas.La tercerano
utilizabafructosacomo sustrato,de acuerdoa la definición de las glucoquinasas.En los
análisis realizadoscon extractosobtenidosen las distintas fases del crecimiento con
glucosa,pudimosobservarqueunade las hexoquinasas(la llamadaHK 1), eraresponsable
de másdel 90% de la capacidadde fosforilación de la fructosacontenidaen nuestracepa.
La otra hexoquinasa,minoritaria(HK 2), no pudoseraisladaen cantidadessuficientesque
permitieranun estudiobioquímicocompleto.
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Cuando analizamoslas cinéticas de fosforilación de los sustratos naturales,
encontramoslas siguientesconstantes(Tabla E):

La hexoquinasamayoritariaposeíaun coeficienteF/Gde 1.2-1.3.Estacaracterística,
unidaaqueencontramosqueeraparcialmenteinducidacuandola concentraciondeglucosa
eraalta, noshizo pensarquepodíaserunaenzimasimilar a la HK Hl de Saccharomyces
cerevisiae. Tambiénotros datosnos indujerona consideraraestaenzimacomoel análogo
en Candidade la hexoquinasamayoritariade Saccharomyces.Fueronsus respuestasa la
regulaciónpor xilosa, en las condicionesexperimentalesen las queel trabajó fue hecho.
Existía un dato que hacíaparticulara esta enzima,la alta afinidad por manosa.Hasta
entoncesno se había descritouna hexoquinasacon unaafinidad en el rangode ¡dv!. Sin
embargo,recientemente,se ha comunicadola presenciade unahexoquinasainusualen
Schizosaccharomycespombe<Petit y col., 1996), con una alta afinidad para la manosa.

La GK pareció ser unaenzimasin ningunacaracterísticadiferencial al resto de
proteínassimilaresdescritasenla bibliografía.Sin embargo,comoya describieronFr6lich
y Entian (1984b), poseíauna extremadalabilidad. Esta es la razón por la que, en un
principio, describimosparaesta enzimauna inhibición por glucosa.Estudiosposteriores
realizadoen condicionesin vivo nos hicieron desecharestahipótesis.

La GK fue parcialmentereprimible por glucosa,como ya se había descrito al
analizarestaactividaden Saccharomyces.

El panoramaquedescribimosentonceseraquenuestralevaduraposeíaunadotación
enzimática para la fosforilación de hexosas similar a la que se había descrito en
.Saccharomycescerevisiae, aunque las afinidades por los sustratos de las enzimas
analizadas,las hacíanmásparecidasa las hexoquinasasde génerosno-Saccharomyces,
como se aprecia en la tabla anterior. La regulación por glucosa de las distintas
hexoquinasas,tambiénla asemejabaa la quese observóen Saccharomyces.Sin embargo,
no pudimosencontrarentoncespruebasfisiológicasquenoshicieraasegurarquela función
respectoala regulacióndel desencadenamientode la represióncatabólicapor héxoquinasas
tuviera lugar tambiénen Candidamilis.
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TablaE. Comparaciónde las afinidadesde las hexoquinasasde Candidamilis con los
datos bibliográficosparaotrashexoquinasas.

levadura sustratos

glucosa fructosa manosa ATP FíO MIO
Km(mM) Km(mM) Km(mM) Km(mM).1

Saccharomyces cerev¡s¡ae

HKPI 0.1

HK PU 0.1

OK 0.1-0.03

0.7 0.1 0.1 2-3 1

0.9 0.4 0.2 1.3 0.3

- 0.1 0.05-0.1 - 0.3

Schizosaccharomyces pombe2

HK 1 8.5

HK 2 0.1

1.5 0.1 0.6 9.1 4.4

1.5 0.07 0.4 1.7 2.4

Pachysolen¡annophilus3

HK A 0.3

HKB -

2.3 - - 1.5

- - - 3

Schwanniomyces.occidenialis’

HK 0.55 7.3 - - -

Rhodotorulaglutinis5

11K 0.2

OK 0.2

2.1 0.1 0.5 2.2

300 - 0.6 0.5

Candida¡ropicalis’

HK 0.3

GK 0.3

2.2 - - 1.8

- - - -

Candida maltosa’

HK 0.2 - - - 1.5

CandidazaU&

HK 1 0.2

HK2 -

GK 0.2

3.4 0.05 0.2 1.3 0.2

- - - 1-3

- 0.3 0.5 - 0.1

Datosde Maitra (1975); Barnard(1975); Lobo y Maitra (1977) y Fernándezy col. (1985). 2 Datosde Petit y

col. <1996). Datosde Mc Cann y col. (1987). En Mazény col. <1975). ~ De Malhbergy col. <1985). De
Hiral y col. (1977). De Espinel 1991.
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Como hemos expuesto en la Introducción, nuestro ánimo es descubrir los
mecanismosfisiológicosque regulanla represiónpor glucosaen Candidamilis. Esto se
concretaen estosobjetivos:

1. Analizar la regulación fisiológica de la actividad hexoquinasaen nuestra
levadura.

2. Determinarla función hexoquinasaen la regulaciónde la represiónpor glucosa
para la toma de azúcares.Establecerlas semejanzasy diferenciasrespectoal modelo de
Saccharomycescerevisiae.

3. Estudiar la regulaciónejercidapor la velocidad de flujo metabólico en la
actividad de ciertasenzimasimplicadasen el consumode azúcares.

4. Establecerla influenciadel pasode transporteen la velocidadde consumode
glucosa.

5. Obtener,si fueraposible, mutantesdesreprimidosparael consumode sustratos
glucolíticos.Caracterizarlos mutantesdesdeel puntode vista fisiológico.

6. Establecerlas diferenciasen la regulaciónde consumode fuentesde carbono
diversasque se encuentrenentrelas cepasmutantesy la parental,con el fin de encontrar
las etapasde control de represióncon valor fisiológico.

7. Elaborar, a partir de los resultadosde los objetivos anteriores,un modelo de
control de represiónen Candidamilis.
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Material y métodos 1

En este capitulo se describe la metodología general utilizada durante la
experimentaciónde estaTesis Doctoral.Aquellos experimentosque requirieronmateria]
o métodosespecíficosserándescritosen los apanadoscorrepondientesde Resultados.

2.1. Cepasutilizadas.

Las cepasde levadurautilizadasen los trabajosde la TesisDoctoral fueron:

Candidamilis IGC 3092 (CES 890) (CYC 1018).
Candidamilis SDM- 1 (CYC 1135).
Candidamilis SDM-2 (CYC 1136).
Candida utilís SDM-9 (CYC 1137).
SaccharomycescerevisiaeCECT 1317 (CYC 1314).

Esta última cepa está extensamentecaracterizadapor la CECT: Aislada en el
Hilíman Hospital y recibidacomoSaccharomycescarísbergensis.Carecedel plásmido2
im. Ha sido utilizadaen estudiosde represióncatabólicapor el grupo del Prof. Moreno
(p. ej. en Fernándezy col., 1985). Es auxótrofoparapantotenato,inositol y piridoxina.Es
una cepapatentadaen la Oficina Europeade Patentes,con el número0060465A2.

Todaslas cepasfuerondepositadasy conservadascongeladasen vialesen nitrógeno
líquido en la CompímensisYeastCollection en el Departamentode Microbiología 1111 de
la Facultadde CienciasBiológicas.

2.2. Medios de cultivo y mantenimientode cepas.

2.2.1. Medios de mantenimiento.

2.2.1.1.General.Las cepasfueronconservadasen tubos de agarinclinado

con e] medio YPD, con la siguientecomposición.

Extracto de levadura 0.5% (p/v)
PeptonaUniversalM 66 0.5% (plv)
Agar 1.7% (p/v)

Los componentesantescitadosfueronobtenidosdela casaMerck. La fuente
de carbonofue usualmenteglucosamonohidrato,aunqueseprepararontubos conteniendo
fructosao maltosa.En todos los casosla concentraciónde la fuentede carbonofue 1 %
(p/v).

2.2.1.2.Selectivoparamutantes.Seconservaronen placasconYPD-DOG,
con unacomposiciónsemejanteal medio YPD, exceptoen la fuentede carbono,que fue
rafinosa 1 % (p/v) y 2-desoxiglucosa0.2 % (p/v) de Sigma. La mezcla de fuentes
azucaradasfueronesterilizadaspor filtración, paraprevenirla descomposicióndel análogo
de glucosa,y añadidasal agarestérilunavez que esteúltimo habla sido esterilizadoen
autoclave.
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2.2.2. De crecimiento.

2.2.2.1.MediocomplejoYPD. Seutilizarondoscomposicionesalternativas:

En la primerarecetaseutilizó:

Extracto de levadura 0.5 % (p/v)
PeptonaUniversal M-66 0.5 % (p/v)
Fuentede carbono 1 % (p/v)

La seguntavariantefue:

Extracto de levaduraDifeo 1 % (p/v)
BactopeptonaDifco 2 % (p/v)
Fuentede carbono 2 % (p/v)

2.2.2.2. Medio sintético K. Descrito por van Uden (1967) ~‘ capaz de
soportarcrecimientosde levadurassobreglucosaal 2 ó 3 %, compuestode:

Medio base:

504(N?H4)2 SgIl
KH2PO4 5 gIl
SO4Mg~ 7H20 0.Sg/l
CI2Ca- 2H20 0.13 gIl

Factoresde crecimiento:

Biotina 4 0.01 gIl
Pantotenatode calcio 0.8g11
Inositol 40g11
Niacina 1.6g/l
Piridoxina l.6~/l
Tiamina l.6g11

Solución de oligoelementosA:

B03H3 lg/l
1K ~t2g/l
MoO4Na2 0.4g/l

Solución de oligoelementosB:

Antes de la disoluciónde las siguientessales,el pH se ajustó a3 mediante
la adiciónde CIH 1 mM. Durantela preparaciónde estasolución,el pH semantuvodebajo
de 3, para evitar la precipitacióndel cloruro de hierro. Los siguientescompuestosse
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disolvieronsecuencialmente,en el siguienteorden:

SO4Cu 5 119 0.08 g/l
Cl3Fe~ 6 1120 0.4g/l
SO4Mw 4 H20 0.8g/l
ZnSO4~7 1120 0.Sg/l

Fuentede carbono(x 10) 0.5 % (p/v)

El medio base se esterilizó en autoclavesiempreque ello fue posible.Las tres
últimas soluciones,ademásde la fuente de carbono,son esterilizadaspor filtración y
conservadosa 4

0C por separado.
El medio completosecompone,cuandofue utilizado en crecimientosen discontinuode
una mezclade l:0.0005:0.0005:0.0005de mediobase,factoresde crecimiento,soluciónde
oligoelementosA y soluciónde oligoelementosB. La fuentede carbonosediluye 10 veces
en el medio resultanteparatenerla concentraciónfinal 0.5 %.

En el caso de crecimientosen continuo,la concentraciónde la fuentede carbono
erade 0.4 % y la esterilizacióndel medio completo(en cantidadesde 20 1) era realizada
mediantefiltración a través de filtros Millipak 40 de 0.2 ¡un de tamaño de poro de
Millipore acopladosa una bomba peristáltica. Para evitar la formación de espumase
adicionó al medio antiespumantede B. Braun-Biotech(Cód. 271385). Estaespumaes
producida duranteel crecimiento debido a la agitación y aireación requeridapor el
metabolismooxidativo de Candidamilis, a pesarde la utilización de un medio sintético.
En crecimientosen discontinuono es necesariola adición de antiespumante,pues la
producción de espuma ocurre una vez que se ha iniciado la fase estacionariade]
crecimiento.

2.2.2.3.Paraseleccióny aislamientodemutantesdeficientesenactividad
hexoquinasa.Con la mismaformulación queel medio K (apartado2.2.2.2.),exceptoque
el medio basese ajustó a pH 5.5 con NaOH. La concentraciónde agarfue del 2% (p/v).
Despuésde la esterilizacióny duranteel enfriamientoseañadióla fuentede carbonoy las
solucionesA, B y de factoresde crecimiento.

2.3 Métodosde crecimiento.

2.3.1 En matraz.En estecaso,el volumendel mediosuponía1/5 delvolumentotal
del matraz.Las levadurasfueroncrecidasa280C, en unaplanchade agitacióna 250 rpm.
Las levaduraseranpreinoculadashastala faseexponencialdel crecimientocon un medio
queconteníauna fuentede carbonosimilar a la utilizadaen el experimento.

2.3.2 En placasmicropocillo. Los mediosde cultivo fueronpipeteadosen placas
micropocillosen volúmenesvariablessegúnel propósitodel experimento.Seutilizaron340
pl de medio/pocillo,en pocillos concapacidadpara350 pl, enplacascubiertaspor unatapa
para experimentosdenominadosde limitación de oxigeno y 230 pl en placasdestapadas
paramediossin limitación de oxígeno(puestoquesecomprobóque las mayorestasasde



Material y métodos 4

crecimientoseobteníanconvolúmenesentre200y 240 Fil). Serealizaronlos experimentos
en incubadores-lectoresde placasmicropocillo BioscreenC de Labsystems,ajustandola
temperaturaa 280C (tras un períodode calentamientode 10 min), con agitaciónde 900
rpm en crecimientosde 48 h. Las lecturasde densidadópticase realizarona 600 nm, cada
30 mm. Cadapocillo se inoculó con 10 pl de un preinóculocrecidoen matraz.Los datos
de crecimiento fueron prdcesadosen programasde hojas de cálculo y la tasa de
crecimientodeterminadaen las primerasfases-de crecimiento,puestoque a tiempos más
avanzadosexistíanproblemasde evaporacióny precipitaciónde la biomasaen el fondo del
pocillo, queimplicabanun descensode la DOS.

2.3.3. En fermentador.El aparatoutilizado fue un INFORS HT 100, con una
cubetade 2 1, con agitación inferior. La aireaciónse procuró medianteventeo por una
bombaSirocco de 3 W de potencia.El aire eraesterilizadopor el pasoa travésde filtros
Gelmande venteo.El circuito de aireaciónterminabaen un difusorsituadoen el fondo de
la cubeta. El flujo de aire fue de 1 vvm, medianteajuste del caudalcon un rotámetro
incorporadoen el fermentador.La oxigenacióny mezcla del medio se garantizó por
agitaciónmecánicaa 600 ó 500 rpm. El pH se mantuvoestablea 4.5±0.1mediantela
adición de KOH 0.85N, atravésde un controladorde pH querecogíala señalde unasonda
de pHesterilizableen autoclaveINGOLD 465-35-K9.La temperaturase ajustó a 28±10C
por el pasode aguaatemperadaa travésde una camisaexternaa la cubeta.El controlde
temperaturaseefectuabaa travésde una sondaPt 100 insertadaen la cubeta.

Los muestreosserealizarona través de un conductometálico introducidoen el
medio.

Cuandolos crecimientosfueronen discontinuo,el medioK baseseesterilizódentro
del fermentador.Antesdel inicio dela fermentaciónseadicionólos restantescomponentes
del medio, junto con el volumen de agua perdido en el proceso de esterolización
(generalmente50 mIll de medio). En estecasoel volumende medio fue de 1 1.

En crecimientosen continuo,el medioestérilcompletofue adicionadoa la cubeta
previamenteestéril medianteunabombaperistáltica.El volumen final era de 850 ml. En
estecaso, conel fin de procurarunaaireaciónefectiva, las palasde agitaciónse situaron
a 1 cm y a 4 cm del fondo de la cubetaparaobtenerun buengradode roturade la burbuja
de aire. La adición de medio frescodel reservóreoseefectuabapor goteo a travésde una
bomba peristálticaGilson Minipuls II de 4 canales.El flujo se controlabavariando la
velocidadde la bomba.Con la instalaciónen la bombade un canalde neoprenoAG-60
de Bio-Radconunaluz interior de 3.2 mmse consiguieronflujos mínimosde 25 ml/h. El
volumende medioen el fermentadorsemantuvoconstante,evacuandoel excesode medio
con un canalde salidade medio situado por encimadel nivel del vórtice de agitacióndel
medio. El medio residual era almacenadoen unabotella de 10 1 estéril a la salida del
fermentador,queerareemplazadacuandosecambiabala tasade dilución del fermentador.

En todos los casos,la inoculaciónse realizó por jeringa con célulaspreinoculadas
en matraza través de un septoen la partesuperiorde la cubeta.
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2.4. Determinaciónde los parámetrosde crecimiento.

Paracrecimientosen discontinuo,seconsideróque el crecimientode las levaduras
utilizadassepodíanajustaral modelo de crecimientoexponencial,quese expresaen la
siguienteecuación:

X=X0 e””” (2.1)

Donde X es biomasa(generalmenteexpresadaen g/l de levaduraseca),X0 es la
biomasainicial, p.~es la tasamáximade crecimiento(expresadaen h’) y t esel tiempo
en h.

Parala estimaciónde la biomasa,seutilizaron determinacionesde pesoseco,tras
ser recogidasy lavadascon aguadestiladalas muestrasde levaduraen filtros de 27 mm
de diámetrocon 0.45 pn de tamañode poro que fueronpesadosdespuésde permanecer
al menos 24 h a 80

0C. Alternativamentese midió la concentraciónde biomasa por
densidadóptica a620 nm (DO

620),quefueronconvenidasa pesosecomediantela ecuación
obtenidade Leyva (1993):

X= -0.0624+0.525DO6~ (2.2)

Los valoresde DO620 utilizadosparacalcularX fueronentre0.09 y 0.7, puestoque
se combrobóque las medición de DO, puestoquese comprobóquees en este rango
cuandola densidadóptica eraproporcionala la biomasa.Cuandola densidaddel cultivo
erasuperiora 0.7, seefectuaronlas dilucionesnecesariasconaguadestiladahastaalcanzar
e] rangoválido para la ecuación.

La estimación de p.,,~ se realizó por ajuste de los datos experimentalespor
regresionesexponencialescon el programaestadísticoStatgraphicsy. 5 ó 7.

A su vez, se estimó el rendimientofinal del cultivo Y medianteel cálculo del
incrementodebiomasaqueseproducíaporel consumode S~-Scantidadde sustrato,donde
S~ es la cantidadde sustratoinicial y 5 la concentraciónresidualen g/l o mM.

La determinación de la cantidad residual de sustrato o metabolitos de la
fermentaciónse hizo despuésde extraer1 ml de muestradel medio,centrifugara 3000 g
durante 2 mm. para sedimentar la biomasa contenida en la muestra. 300 ~l del
sobrenadanteresultantefueronguardadosen congelaciónhastael momentode los ensayos.

En crecimientoen continuo,se utilizaron dos abordajesdistintos paraajustarlos
datos experimentales:el modelo de Monod y el de Pirt una vez alcanzadoel estado
estacionario. En crecimientos en continuo se consideraque el crecimiento de un
microorganismoesestableen cadatasade dilución (estadoestacionario),paracualquier
parámetrofisiológico quesedeseedeterminar,cuandoel cultivo ha sido lavadoal menos
4 veces.Se puededemostrar,que en estascondiciones,sólo el 0.015% de la población
microbiana que se encuentredentro del fermentadorprocede de biomasaanterior al
establecimientode lascondicionesexperimentalesdeterminadas,conlo quela mayorparte
de la biomasapresenteen el quimiostatoha estadocrecientoen las condicionesrequiridas
por el experimento.Sepuededemostrar,a suvez,que en estadoestacionario,a=D, donde
D es la tasa de dilución en It’. Consideramosque se alcanzabael estadoestacionario
cuando,paracadatasade dilución utilizada,el fermentadorsehabíalavado4 veces,pues
habíamosrecogido al menos4 volumenes de fermentador (3.4 1) de acuerdo a una
calibraciónprevia de la bombade alimentación.Por el desgastedel conductode neopreno



Material y métodos 6

en cadauno de los experimentosrealizados,estacalibraciónseconsiderócomoorientativa
de la tasade adición real de medio fresco al fermentador.

Modelo de Monod (1950). Requierequeel rendimientoseaconstantea lo largo
del crecimiento,queel microorganismoconsumael sustratoconuna afinidadconstanteen
cualquier condición y que cualquier candidad de sustrato consumido provoque el
crecimientode la biomasa.La evoluciónde la biomasay del sustratosedescribenpor estas
ecuaciones,en estadoestacionario:

K-D K~D
X=Y(S0— $ ); S— (2.3)

g~-D

Donde K~ se define comola constantede afinidad (en mM). La tasade consumo
de 5, es q, con unidadesmmol S/(gh)se calculade la siguientemanera

D
(2.4)

Modelo de Fin (1975). Consideraun nuevoparámetro,denominadom o tasade
mantenimientoexpresadoen mmol S/(g-h), con el que secuantificael consumomínimo
de sustratonecesarioparaqueel microorgansimoinicie el crecimiento,puestoquela célula
necesitaenergíaparael sostenimientode funcionesno necesanamenterelacionadascon el
crecimiento.Entreellassehanreconocidoel recambiode materialcelular,mantenimiento
de gradientesosmóticos,motilidad,etc. El modelo seresumeen las siguientesecuaciones:

Di’
X max(ScS). (D-mYmn)14

D+m~Yma -D (2.5)
Se introduce ~ como el rendimientomáximo, puestoque este modelo no

presuponeun rendimientoconstante.
La tasade consumode sustratomáxima (q,,~) seestimapor la expresión

D
= — m (2.6)yma

La estimaciónexperimentalde D, X y 5, paraambosmodelosutilizados,serealizó
de la siguientemanera:

D se puededefinir comola proporción de medio total en el fermentadorquees
lavado cadahora. De esta manerapara nuestrascondicionesde ensayo,D se calculó
conociendoqueel volumendelmedioenel fermentadores850 mi, e] volumenalmacenado
en la botella de salida del medio residual y el tiempo utilizado en cadauna de las
dilucionesensayadas.

X y 5 se conocieronmediantemuestreodirecto en el fermentador,realizadode la
siguientemanera.El medio es recogidodespuésde provocaren la cubetade fermentador
unapresiónpositivamediantela oclusióndel canalde salidade aire. El canalde muestreo
fue lavadopreviamentea la tomade muestrahaciendopasaral menos5 ml de medio por
él. El volumen de medio utilizado para lavar el canal de muestreono fue utilizado con
fines experimentales.Cuandoel muestreoseefectuabaparala determinacióndel sustrato
o metabolitosdefermentación,setomaba5 ml queeranfiltradosa travesde filtros Millex
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HA con un tamaño de poro de 0.45 ¡un, como método de eliminación de células.El
procesodurabaentornoa 3 s. De estamanera,se minimizabala alteracióndel nivel de
metabolitosexistentedentrodel fermentadordebido a un metabolismocelular duranteel
tiempo demuestreo,comosediscutiráposteriormente.La biomasaseobteníaconel mismo
procedimientoexperimental,omitiendoel pasode filtración.

2.5. Detenninaciónde metabolitosy sustratosdefermentación.

2.5.1. Glucosa.Se utilizaron dos métodosenzimáticos.

Por la reaccionGOD-Perid.Del equipode análisisde BoehringerMannheim(n0
referencia124 028), duranteun tiempo de reacción de 50 mm. a 250C. Se realizaron
distintascalibracionessegúnel rango de glucosaa detectar.

Se pudo determinarcantidadesde glucosaentre 1.25 mg/l y 125 mg/l mezclando
300 pl de muestray 2 ml de soluciónenzimática.Determinándosela relación:

A
610 804110410726(mgglucosa> r=O.999 (2.7)

‘nl

Pararangosde glucosaentre20 mg/l y 1 gIl, se diluyó la muestradiez vecescon
aguadestilada,paraun volumen total de 100 gl, queseadicionarona 2.5 ml de mezcla
enzimática.Se encontróestarelación:

A620= -2.199 j0-44~j306~ glucosa r=0.998 (2.8)
1

Por la reacciónde la hexoquinasa.Medianteanálisisrealizadosen un CobasBio
Autoanalyzerde Roche,determinándoseel incrementode absorbanciaa 340 nm debidoa
la producciónde NADPH (coeficientede extinciónt= 6.22cm’h~’). 10 ¡.11 de muestrase
mezclócon 100 ¡u de una solución para la obtenciónde unalínea baseconteniendo:

TampónPipes 100 mM PH 7 2m1
Agua destilada 1.28 ml
ATP 0.1 mM en tampónPipes 100 mM pH 7 100 pl
NADP 0.1 M 80 Fi

1
MgSO

40.SM 80pl

La reacciónse inició añadiendo125 pl de una solución compuestade;

TampónPipes 100 mM pH 7 400 pl
Hexoquinasa(BoehringerMannheim)
Glucosa6-fosfato deshidrogenasa(BoehringerMannheim) 5 pl

Se determinó la cinética de producción de NADPH durante y se analizó el
incrementofmal de absorbanciatras trasferir los datosa la hoja de cálculo Lotus 1.2.3.

Opcionalmente,se realizó la determinaciónde glucosa(y fructosa)medianteel
protocolopropuestopor BoehringerMannheim(equipoenzimáticoreIl 139 106)
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2.5.2. Disacáridos.Se utilizaron dos métodospara la valoraciónde maltosay
sacarosa.

Determinacióndeazúcarestotalesporel métododel fenol. (Herberty col., 1971)
Válido en un rangode concentracionesentre10 y 100 mgIl. En tubos de bocaanchaa 0.5
ml de muestrase añadió 0.5 ml de una solución fresca de fenol grado 5 % (p/v).
Inmediatamentese añadió2 ml de ácido sulfúrico concentradocon un pipeteo rápido,
mientrasse procuróuna mezclarápida por agitadiónen vórtex. Tras reposar30 mm a
temperaturaambiente, se midió la absorbancia a 488 nm. Simultáneamentea la
determinaciónde las muestras,sevaloró unarectapatrónque abarcabael rangode medida,
puesel desarrollode color puededependerfuertementede la velocidadde adición del
ácido e intensidadde la agitación.

Determinaciónenzimáticade maltosa.En solucionesque conteníanmaltosa,se
diluyó 1:1 con tampónTEA 100 mM pH 7 y seañadió2 U. de a-glucosidasa(Boehringer
Mannheim),incubándosedurante30 mm a 370C.La glucosahidrolizadasedeterminóen
e] lector automáticoCobas tras la reaccióncon hexoquinasa,con el método descrito
previamente.

2.5.3. Etanol. Se utilizó el equipo enzimático de Boehringer Mannheim (n0
referencia176 290)con alcoholdeshidrogenasa.Comovariaciónal protocoloexperimental
propuestopor el fabricante,se disminuyó 3 vecestodos los volúmenesde reactivos y
muestrade la reacción.La determinaciónde etanolserealizópor la producciónde NADH
con estequimetriá 1:1 con respecto al etanol. La concentraciónde etanol se valoró
conociendoque £= 6.22 cm’h’.

2.5.4. Glicerol. Se utilizó el equipo enzimático de Boehringer Mannheim (n0
referencia148 270). Al igual que en las valoracionesde etanol, los volumesde reactivo
disminuyerona un tercio respectoa las cantidades¡ecomendadespor el fabricante.El
glicerol se valoró extrapolandola cantidadde NAD producidopor oxidacióndel NADH
de la reacción.

2.5.5. Ácido acético.Determinadomedianteel equipoenzimáticode Boehringer
Mannheim(n0 referencia148 261). El procedimientodeensayoconcantidadesde reactivo
menoresde lo recomendadofue semejantea las medidasde los metabolitosanteriores.El
incrementode absorbanciaa 340 por producciónde NADH fue utilizado paraconocerla
concentraciónde acéticode las muestras.

Finalmenteotros metabolitoscomponentesde los mediosde cultivo o producidos
en la fermentaciónfueronvaloradospor equiposenzimáticosde BoehringerMannheim.

2.5.6. Intercambiode gases(oxígenoy CO
2). La tasade consumode oxígenoy

producciónde CO2 se valoró por métodosrespirométricoso polarográficos.

Métodorespirométrico.Se usó el métodode Warburgdirecto (Umbreit)en 2 ml
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de muestrade célulastomadasdirectamentedel medio de cultivo. En matracesutilizados
parala determinaciónde ~2, enun pocillo separadosdel medio,seañadióuna tira de papel
impregnadascon 200 pl de una solución de KOH 20 % (p/v). Las medidasde las
variacionesde presiónen los matracesseefectuarona 280C durante,al menos,1 h.

Método polarográfico.Específicoparael consumode 02. Muestrasde células
tomadasde cultivos, fueron lavadascon medio K sin fuentede carbono.En el momento
del ensayose diluyó 0.5 ml de células con 9 ml de medio K sin fuentede carbonopara
darunaconcentraciónfinal de célulasde 100 mg/l en unacubetade 10 ml termostatizada
a 280C.La muestrafue homogeneizadaporagitaciónmagnéticadurantetodo el tiempodel
experimento.La concentraciónde oxígeno,determinadaen mg Ofi, se efectuómediante
una sonda Orion 97-08-99 y la señalrecogidaen un pHmetro Mettler Delta 350. Para
evitar el intercambio de oxigeno con la atmósferael conjunto de muestray sondafue
selladocon unajunta tórica.De estamanerala señalde consumodel gasno sevio alterada
por el aportede nuevogasdisuelto procedentede la atmósfera.Durantelos primeros 3
minutosde ensayose recogióla tasade respiraciónendógenade la muestra.El consumo
de oxígenopor metabolismode distintasconcentracionesde glucosafue seguidoentrelos
10 s y los 3 m siguientesa la adición de glucosaen un volumen de 0.5 ml.

2.6. Obtenciónde extractosenzimáticosy célulaspermeabilizadas.

2.6.1. Extractosenzimáticos.En el caso de quese necesitaranextractospara la
determinaciónde enzimasintracelulares,se tomaronmuestrasde célulasde los mediosde
cultivos queconteníansuficientecantidadde célulaspara la experimentación.Se lavaron
2 veces con agua destilada a 40C o en el tampón adecuado frío. Finalmente se
resuspendieronen el tampónadecuadoa unaconcentraciónaproximadade 100 mg/ml de
pesohúmedo,añadiendoseunamezclaconsistenteen EDTA 1 mM, ~3-mercaptoetanol2
mM y PMSF 1 mM (concentraciónfinal), para evitar la degradaciónenzimática.La
muestralavaday resuspendidase congelóa -200C en eppendorfso en tubos de 30 ml de
fondo cónico,segúnel tamañode la muestra.Comométodo de rotura de las células,se
usaronbolasde vidrio (0.25-0.3 pn de diámetro, de Sigma)previamentelavadasen el
tampón adecuado.Las bolasse añadieronen una proporción 1:1 (y/y) a la muestra.Las
célulasserompieronpor sucesivosciclosde agitaciónen vórtex y reposoenhielo de 1 mm
cadauno, hastaalcanzarla descongelaciónde la muestra.El sobrenadantese recogióy se
centrifugóa 3000 g durante10 mm a 00C,descartándoseel residuode biomasay bolasde
vidrio. El sobrenadanteseutilizó comoextractolibre de célulasy serepartióeneppendorfs
encongelaciónhastala determinaciónenzimática.Opcionalmente.el pasode centrifugación
se realizó en eppendorfsa3000 g duranteun minuto en unamicrocentrifugacon el rotor
previamenteenfriadoa-200C,silosextractosresultantesibanaserusadosinmediatamente.

2.6.2. Permeabilización.A muestrasde céluaslavadasy resuspendidascomose
muestraen el punto 2.5.1.,seles añadióunasoluciónpermeabilizantecompuestade etanol-
tolueno a 40C (4:1, y/y) en unacantidadde 1/10 del volumen de la muestra.Tras agitar
en vórtcx durante3 mm, el procesode permeabilizaciónse detuvoañadiendo500 ¡11 de
tampóna 00C por ml de muestra.Las célulaspermeabilizadasse lavaroncon el tampón
precisomediantedospasosde centrifugacióna 3000 g, durante1 ó 5 mm a 00C, segúnel
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volumen de la muestra.Finalmente,las muestrasse guardaronen congelaciónhastasu
utilización. Este tratamientono implica la pérdida de enzima por solubilización en el
tampón,como se muestraen Espinel (1991).

2.6.3. Extractosparala determinaciónde invertasa.Se usóel medio de cultivo
comoextracto.las célulasfueronseparadasdel medio, tal como se indica en el apanado
2.4.

2.7. Determinaciónde proteínao biomasaen ensayosenzimáticos.Para la
valoraciónde las actividadesespecificas,secuantificó la cantidadde enzimapresenteen
la reacciónpor dos métodos:

Determinaciónde proteína.Se utilizó el métodode Bradford (1976),con el fin
de evitarlas interférenciasquesepodíanregistrarpor las presenciade distintoscompuestos
queafectana la sensibilidadde otros métodosde valoraciónde proteínas,como Lowry o
biurer. E] procedimiento,denominadomicroensayo,consistióen la incubación de 800 ¡il
de muestra con 200 pl del reactivo sin diluir del equipo de Bio-Rad. Tras 5 mm de
incubacióna temperaturaambiente,se leyó la absorbanciaa 595 nm de la muestra.

Los valores de absorbancia,se extrapolarona unacurvapatrón de seroalbúmina
bovina con la siguienteexpresión:

= 0.0103~0.036lgg pm~Ína (2.9)
ml

Opcionalmente,para la determinaciónde proteínasen ensayosde consumode
azúcares,se utilizó el métodode Lowry (Lowry y col., 1951).

Determinaciónde pesoseco.Muestrasconcentradasde células(50-100pl) fueron
pipeteadasen porcionestaradasde papelaluminio de aproximadamente4 cm2de supeficie
y secadasen la estufa durante,al menos24 h. En el casode que la biomasaestuviera
contenidaen un tampónconcentrado,sepipeteóla mismacantidadde tampónsin células
paradescontarel pesode las salesdel tampón.

2.8. Determinaciónde actividadesenzimáticas.

2.8.1. Hexoquinasa.Se utilizan los métodos de determinaciónenzimáticade
hexosasfosfatos o del ADP producido en la reacción(Hirai y col., 1977; Andersony
Sapico,1975), yausadasen Espinel (1991).En todoslos casos,el tampónde reacciónfue
imidazol 50 mM con Cl

2Mg 10 mM. La reacciónsedeterminóen las denominadaspor
nosotroscondicionesóptimas(imidazol PH 8 y 30

0C), de acuerdoa Espinel (1991), o
condicionesfisiológicas(imidazol pH 7 y 280C).

Fosforilacióndeglucosa.A unacantidadde muestrade 25 ó 10 ji] tamponadaen
el tampón de reacción sin Cl

2Mg se añadió una mezcla de reacción preparada
extemporáneamenteen un volumenfinal de 1 mí, quecontenía:

D-Glucosa(Merck) 25ól00mM
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Glucosa6-fosfato deshidrogenasa(Tipo VII, Sigma) 1 U
NADP (n0 referenciaN 0505, Sigma) lmM
ATP (grado1, Sigma) 2mM

La reacciónse inició con la adición de ATP. La cinéticade la reacciónse leyó por
la formación de NADPH espectrofotométricamentea 340 nm. La correlación entre
absorbanciay NADPH producidose calculáen el espectrofotómetrode acuerdoa la
relación1 unidadde AMO=l59.84~smolNADPH, determinadaenlascondicionesdelensayo
con distintasconcentracionesde NADPH.

Fosforilaciónde fructosa.En este caso el sustratoa fosforilar se sustituyópor
fructosa(Merck) 25 ó 100 mM y a la mezclade reacciónse añadió 1 U de glucosa6-
fosfato isomerasatipo III de Sigma.

Fosforilaciónde manosa.La reacciónse siguió despuésde añadir a 10 pl de
muestralas siguientessoluciones:

ATP 80 mM 12.5 pl
Solución 1 (ATP 1.32 mM, NADH 0.9 mM, PEP0.25mM) 300 pl
Solución 2 (piruvatoquinasa1.8 U y lactatodeshidrogenasa1.6 U) 3 pl
Solución 3 (tampón de reacción, manosay Cl

2Mg en las mismas
concentracionesfinales que las descitas para la determinaciónde la
fosforilación de glucosay fructosa 666 pl

La reacciónse inició con la adición de muestra.
La soluciones 1 y 2 fueron obtenidasdel equipo enzimático de Boehringer

Mannheim para la determianciónde glicerol. La relaciónentreA~ y cofactoroxidado
producidoen la reacciónsedeterminócon la fórmula experimentaldescritaanteriormente.

En todos los casos,independientementedel sustratoañadido,la velocidadde la
reaccióneraproporcionala la cantidadde proteínade la muestra.

Las unidadesde actividadenzimáticase definieroncon nmol de NADPH o NAD
producidospor mg de proteínacadaminuto.

2.8.2. a-glucosidasa.Se determinóla actividadpor la velocidadde hidrólisis del
análogo de maltosa PNPG (Sigma) en células permeabilizadasy a 28

0C, en un
procedimientovariado de Peinado(1987).

Muestra SOpl
Tampónfosfato de S0rensen100 mM pH 6.5 850 pl
PNPG20 mM l0%il

La reacciónse inició con la adición de PNPGy transcurrióhastala apariciónde
color amarillo en la mezclade reacción.En estemomento,parapararla reacción,200 pl
de muestrase pipetearonen 1 ml de carbonatosódico 5% (p/v). Las células fueron
separadasporcentrifugación(3000g, durante1 mm). El PNPresultantede la hidrólisisse
determinóespectrofotométricamentea400nm y sustitucióndel valor en unacurvapatrón
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de PNP.
Se comprobóque la pendientede la tasade hidrólisis de PNPG eraproporcional

con el tiempo.
La unidadde actividadespecíficasedefinió comonmol de PNPprodicidopor mg

de proteínapor minuto.

2.8.3. Invertasa.Se utilizó la glucosalibre aparecidapor la hidrólisis de sacarosa,
con esteprocedimiento:

Muestra 300pl
Tampónsuccinato100 mM, PH 5.2 con sacarosa200 mM 700 pl

Transcurridos0, 5 y ío mm las reaccionesse pararonpipeteando100 ¡sI de la
mezclade reacciónen 900pl de URAC (BoehringerMannheim,n0 de referencia125 415)
comosolucióndesnaturalizantede proteínas.En el caso de que las muestrasprocedieran
de medioscon glucosa,se realizarondiluciones 1:10 de la muestraen tampónsuccinato
100 mM pH 5.2 sin sacarosay el tiempo de reacciónfue de 0,15, 30 y 45 mm. Las
proteínasse precipitaronpor centrifugacióna 10000 g durante 1 min. El sobrenadante
resultantese utilizó para la valoraciónde glucosapor el métododel apartadd2.4.1.

Las concentracionesde glucosaprocedentesdel medio de cultivo sevaloraronen
muestrasdiluidas con URAC, que siguieron el mismo tratamiento que el expuesto
antenormente

La unidadde actividadsedefinió comopniol glucosaproducidapor mg de proteína
y minuto (en cultivos en discontinuo)o ¡imol de glucosade hidrólisis por ml de medioen
cultivo continuo.

2.8.4. Alcohol deshidrogenasa.

Extractocrudo 10 pl
Tampón K

2HPO4 de Boehringer Mannheim pH 9 del equipo enzimático de
referencian

0176290con NAD 0.4 mM 900¡.il
Etanol lM 100pl

La reacción se iniciaba con la adición de etanol. Se siguió la aparición de
absorbanciaa 340 nm, comoindicadorde la actividadenzimática.

La unidad de actividad se definió como pmol de NADH aparecidopor mg de
proteínapor minuto.

2.8.5. Transportede glucosa.Se utilizaron dosprocedimientosdistintosquenos
permitieron distinguir la actividad transportadoradel azúcarmediada por simporte de
protones(Peinadoy col., 1989) de la actividaddebidaa la difusiónfacilitada.

2.8.5.1.Determinacióndeltransporteactivo. Seutilizó un sistemapHmétricopara
la valoraciónde los cambiosde pH debidosal movimiento de protonesgeneradosen el
transporte.Se estimó que la concentraciónde protonesque desaparecíandel medio de
reacciónerala mismaquela cantidadde glucosaqueeratransportadadentrode la célula,
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considerandola estequiometría1:1 protón-glucosaestablecidapor Peinadoy col. (1989).
Enunacubetade fondo cónico de 10 ml termostatizadaa 280Cseintrodujo 4.5 ml

de célulasa unaconcentración60-80 mg/ml pesoseco,resuspendidasen aguadestilada.
Las célulashabíansido previamentedesenergizadastras permaneceren hielo entre 1 y 3
horas.La muestrafue oxigenadadurantetodo el desarrollodel experimentopor agitación
magnetica.El valor inicial de pH seajustó conHCl 10 mM o NaOH40 mM hastavalores
de 4.5 ó 5. Se registró la pendientede basificacióninicial del medio producidatras la
adición de 9 pl de glucosa10 mM (concentraciónfinal).

La toma de protonessecuantificóestimandoel cambióde pH producidotras añadir
al medio 100 nmol de protones,procedentesde HCl.

La posibilidad de registraruna falsabasificacióndebidoa diferenciade PH entre
la solución de glucosay el medioque conteníalas célulassedescartóexperimentandocon
célulasde Saccharomycescerevisiaey de Candida¿allis crecidasen glucosa,dondese ha
comprobadola no existenciade estetipo de transporte.

2.8.5.2. Transponede glucosaradiactiva.Se siguió el métodode Walsh y col.
(1994), con levesvariaciones.Estemétodointroduce cambiosmetodológicosrespectoal
método tradicional de Bisson y Fraenkel (1983b). Las células fueron recogidaspor
filtración, lavadasen tampónfosfato KH

2PO4 100 mM, PH 4.5 y concentradasa un 5 %
pesohúmedo(p/v) y conservadasen hielo hastasu utilización.

Sepreparóunabateríade concentracionesde glucosafría entre0.4 y 243 mM, que
sirvió paralasdistintasdeterminacionesdel transportey quefue guardadaen congelación.
La bateríade glucosamarcadasepreparóevaporandopor flujo de aire entre400y 100 de
glucosamarcadade Aniersham(segúnWalsh y col., 1994).El residuo secdde glucosa
radiactiva se diluyó en glucosafría. La concentraciónreal de glucosase estimó por
valoracionesen el analizadorautomáticoCobas.

Las célulasfueron energizadaspor burbujeo de aire durante5 mm, previos a la
determinación.50 ¡sí de célulasfueronpipeteadosdentrode eppendorfsque contenían10
pl de diferentesconcentracionesde [LTJ-glucosa.El tiempo de la reacciónsecronometró,
mientraslas células y la glucosaeran mezcladascon sucesivospipeteos.La media del
tiempo de reacciónfue de 5 s. La reacciónse paró introduciendo50 pl de la mezclade
reacciónen 10 ml de tampónKH2PO4 100 mM, PH 4.5 con glucosano marcada500 mM,
enfriada a, al menos-6

0C por inmersión en hielo con sal. Inmediatamentelas células
fueron separadas de la glucosa marcada por filtración. La glucosa retenida
inespecificamentepor las célulasfue lavada2 vecesconel mismotampónfrío. Los filtros
se recogieron e introdujeron rápidamenteen viales conteniendo8 ml de líquido de
centelleo.

Paralelamente,seelaboraronlos blancosintroduciendo 10 pl de glucosamarcada
en los tubos que conteníanel tampónde paradade reacción,tras lo cual se pipeteó50 pl
de la solución de células. La mezcla fue inmediatamentefiltrada y lavadacomo se ha
expuestopreviamente.La actividadespecíficade lasmuestrassedeterminaronpor lecturas
de radiactividadcorrepsondientesa 10 pl de las solucionesde glucosamarcadapipeteadas
en viales con 8 ml de líquidosde centelleo.

Debidoa que la realizaciónde los ensayosde transportede glucosaen cadaunaen
las seriescompletasde concentracionesde glucosaduraba18- 25 mm, setomaronmuestras
de célulasantesy despuésdel experimentopara la determinaciónde la concentraciónde
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proteínas,con el fin de valorarel gradode evaporaciónde la muestrapor el burbujeo.El
valor final de proteína,paracadauna de las determinaciones,seestimétomandoen cuenta
estaconcentraciónprogresivade la muestra.

Los parámetroscinéticosfueroncalculadosconla ayudadel programainformático
Enz-fitter,si tomábamosen consideraciónun únicosistemade transporte,y conprogramas
de ajustede regresiónno lineal con el paqueteestadísticoStatgraficsy. 7.1

La unidad de transportese definió, en ambos tipos de transporte,como nmol
glucosatransportadapor mg de proteínapor minuto.

2.8.6. Actividad fosfatasade hexosas-fosfato.Se determinémediantemétodos
espectrofotométricos.En unamezclade reacciónqueconteníalos siguientescompuestos:

Tampónimidazol 50 mM, pH 7 con Cl2Mg 10 mM 850 ¡II
Glucosa-6-P(o fructosa-6-P)10 mM x 10 100pl
Extractoenzimático 50 pl

La reacciónse iniciabacon el pipeteodel extracto.La temperaturade reacciónfue
de 28

0C. Transcurridoun intervalo de tiempo, 100 pl de muestrafueronpipeteadasdentro
de un eppendorfcon 100 pl de ácido perclórico 10% (y/y). Los eppendorfsfueron
conservadosen congelación.

La determinaciónde la glucosa o fructosalibres, producidasen la reacción se
efectuó medianteel equipoenzimáticocon HK de BoebringerMannheim(ref. 139 106).

Cuandose pretendióaveriguarla actividadfosfatasacon 2-desoxiglucosa-6-P,la
metodologíaseguidafue la siguiente:

Tampónimidazol 50 mM, pH 7 con CI
2Mg 300 mM 850 ¡al

2-desoxiglucosa200 mM SO ¡il
ATP 250 mM 50 pl
HK PII de BoehringerMannheimn(ref. 1426 354) 50 pl

Se mantuvola reaccióna 25
0C durante20 mm. La reacciónse paró inactivandola

hexoquinasacomercial por ebullición durante5 mm. La mezclafue centrifugaday el
sobrenadanteutilizado comofuentede 2-desoxiglucosa-6-P.

Las reaccionesde determinaciónconstabande los siguientescompuestos:

Tampónimidazol con 2-DOG-6-P 950 pl
Muestraenzimática 50 ¡¡1

La reacciónse paró a tiemposdeterminadospor la dilución 1:1 de alícuotasde la
mezclade reacciónen unasolución de ácido perclóricoal 10% (y/y). La cantidadde 2-
DOG liberadasedeterminómediantela reacciónde GOD-Perid.Lasimpurezasde 2-DOG
sin el restode fosfato que proveníande la reacciónde 11K se determinaroncomocontrol
en ensayossin muestra.
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2.9. Obtencióny selecciónde mutantes.

2.9.1. Mutantes espontáneosdesreprimidos.Se utilizó el método general
desarrolladopor Zimmermanny Schell (1977), con el uso del análogo de glucosa 2-
desoxiglucosa.

Se preparóun medio YPD con glucosaal 4 %, crecidohastala faseexponencial
(D0620= 4). Las célulasse centrifugarony lavaron dosvecescon aguafría a 0

0C estéril.
SeinocularonplacasYPD-DOG (con rafinosa1%<p/v) de Sigma,comofuentede carbono
asimilable),dondela concentraciónde 2-desoxiglucosafue de 0.05%ó 0.2% (p/v) con 100
pl de la solución de células. Se incubaron las placas durante 1 semanaa 280C. Se
seleccionarony transfirierona placasYPD con glucosa1% (p/v) o una mezclade glucosa
1% (p/v)-maltosa1% (p/v) las coloniasproducidas,parael análisiscualitativode actividad
«-glucosidasa.

Esteanálisisconsistióentomar por frotamientola coloniaresultantedespuésde 24
h de incubaciónen medioYPD sobreuna placade vidrio. La colonia fue permeabilizada
por inmersiónen unagota de 50 pl de tolueno. Unavez evaporadoel toluenose añadió
a la muestra100 ¡¿1 de tampónfosfato de S0rensen0.1 M, PH 6.5 y 50 jA de PNPG20
mM. Seesperéhastala apariciónde color amarillo,comparándoseel tiemporequeridocon
unamuestrade la cepaCandidamilis IGC 3092, crecidade forma similar a los presuntos
mutantesseleccionados.

La pérdidade actividadenzimáticadebidaal tratamientopermeabiizantesedescartó
al comprobarsequeaparecíacolor amarillo antesde pasar3 min despuésde la adición del
sustratoen muestrasde la cepasalvaje con la enzimainducida en un medio YPD con
maltosa1% (p/v).

Aquellascepasquedesarrollaroncolorprocedentesde cultivos en placaconglucosa
o/y glucosa-maltosa,fueronconsideradaspresuntosmutantesdesreprimidos.

2.9.2. Aislamientoy selecciónde mutantesquímicamenteinducidos.Se utilizó
EMS, comoagentealquilante parael tratamientomutagénico(Spencery Spencer,1988;
Gancedoy col., 1991). Célulascrecidasen medio YPD con glucosa4 % (p/v) en fase
estacionaria,fuerondivididasenporcionesde 10 mí, lavadas,concentradasy resuspendidas
en 1.5 ml de tampónfosfato potásico100 mM, pH 7. A la mitad de las muestrasse les
añadió5 ¡II de unasoluciónde EMS (50 pl/mí) y, a la otra mitad,igual volumende EMS
diluido (5 pl/mí). Se incubó a 280C y se tomaronmuestrasentre 1 y 70 mm despuésde
la adición del mutágeno.Cadamuestrade 100 pl, fue disueltaen 8 ml de tiosulfato de
sodio al 5% (p/v). Placas YPD con glucosa1% (p/v) se inocularoncon 100 pl de esta
solución.

Aquellascoloniassupervivientesal tratamientofueron transferidasporcontactode
placa a placas YPD con rafinosa 1% (p/v) más 2-desoxiglucosa0.2% (p/v). Aquellas
colonias de mas de 1 mm aparecidasdespuésde una semanade incubación, fueron
seleccionadaspara la realizacióndel ensayocualitativode actividada-glucosidasa,como
sedescribeenel apanado2.8.1. Secomprobóquedespuésde 1 h detratamientocon EMS,
la cantidadde supervivientesen medio YPD con glucosa1% (p/v) era de alrededorde
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2.9.3. Aislamientoy seleccióndemutantescon actividadhexoquinasadefectiva
o disminuida.Conestefin se ensayarondistintosmétodos:

Seleccióndemutantesespontáneosmediantenistatina.

MétodoA. Se creció hastala faseexponencial(D0620=l.3)un cultivo de glucosa
0.5% (p/v). Las célulasfueronlavadasen esterilidady transferidasa un matrazcon 400
ml de fructosa0.5% (p/v) y nistatina (130 U/mí), paraeliminar las células capacesde
crecersobreel azúcar.La nistatinahablasidopreviamentedisueltaen unasoluciónmadre
con 1 ml de etanoly 1 ml de metanol.El volumende soluciónmadrede nistatinaañadido
a los medios,no superóel 0.4% del volumen de éstos.Se tomaronmuestrasde 100 mí,
a las 3.5, 5 y 7 h de la transferenciaal medio con fructosa-nistatina,que fueron lavadas
con aguay concentradasen un volumende 10 ml. Muestrasde 100 pl se inocularonen
placasYPD conglucosa0.5% (p/v). Lascoloniasfinalmenteobtenidasfueronexaminadas
en suactividadhexoquinasay cx-glucosidasa.

MétodoB. Cultivos crecidosen glucosa0.5% hastalas 48 h de faseestacionaria,
selavaron y transfirieron a 400 ml de un medio de fructosa0.5%.Despuésde 3 h de la
transferenciay comprobadoquese había reiniciadoel crecimiento(D0620=l), se añadió
nistatina(130U/mí). Despuésde 3 h de la adición de la nistatina,setomaronmuestrasde
100 ml que fueron tratadascomose comentaen el método A.

MétodoC. El procedimientofue similar al descritoen el métodoB, con la salvedad
de queel medio original de crecimientoen glucosafue preparadocon 0.4 gIl de sulfato
amónicocomo fuente de nitrógeno,para aumentarla tasa de autodigestióny mutación
espontánea.El métodoB y C terminaronconla inoculaciónde las muestrasen placasagar-
K (apanado2.2.2.3.).

2.10. Identificaciónsistemáticade levaduras.Serealizóde acuerdoalos criterios
de clasificaciónfisiológica de Barnetty col. (1990),especialmenterealizadaen funciónde
las característicasnutricionalesde las levaduras.

De acuero a los autores,las llamadaspruebasde crecimientoaeróbicoo de
asimilación,se realizaroncon 5 ml de medio Bacto YeasrNitrogen BaseYN?B de Difco,
con distintas fuentesde crecimiento,en incubacionesa 28

0C en tubos de 16 mm de
diámetro interno, inclinados. Los resultadosde turbidez en la escalade Wickerhani,
leyendo las lineasoscurasen un cartónblancosituadodetrásdel tubo, se determinarona
los 3, 7, 14 y 21 días de la inoculación.Si el resultadoen escalaWickerhames +2 ó +3
al séptimodía, el resultadoseconsiderópositivo(+). Resultadoretrasado(1)), seconsideró
si estaturbidezsealcanzóentrelos días 14 y 21. La ausenciade crecimientose clasificó
como negativo (-). Las concentracionesde las fuentesde carbonofueron del 1% (p/v),
exceptoen el casode la rafinosaquefuedel 2% y en ensayosconalcoholes(concentración
del 0.5%).Lasdeterminacionesdepruebasdefuentesde nitrógenoserealizaronen medios
YeasrCarbon Base,YCB de Difco. El crecimientovisible,en 4 días,se consideró+. El
crecimiento escasoen este tiempo se anoté como débil (W). Los crecimientopara la
valoraciónde los requerimientosde vitaminasse realizaroncomolas pruebasde fuentes
de carbono,leyéndoselos resultadosa los 3 y 7 díasde la inoculación.Crecimientos+2
y +3 si fueron alcanzadosen los primeros7 díasseconsideraron+; si sellegabadespués,
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la valoración es D. El crecimiento a diferentestemperaturasse hizo con agar Yeasr
MorphologyAgar, YMA con glucosadurante3 días.

Laspruebascorrespondientesa crecimientossobrearabitol,2-ceto-D-gluconato,5-
ceto-D-gluconato, D-glucuronato, D-galacturonato,metanol, 1,2-propanodiol y 2,3-
propanodiol (como fuentes de carbono) y glucosaminae imidazol como fuentes de
nitrógeno,no fueronrealizadaspuesla informaciónquearrojanrespectoala clasificación
de la levadurasno seconsideradeterminanteo es redundante,segúnla experienciadel
CYC.

Las denominadaspruebasde fermentaciónse realizaronen tubos de 15 cm de
largo y 12 de diámetro,con campanasDurham introducidasinvertidas. Los tubos se
rellenaroncon 10-15ml de caldo YNB con azulde bromotimoly con2% (p/v) del azúcar
y 4% (p/v) en el casode la rafinosa.Los tubos se incubarona 280C, durante,3 semanas
y se determinéla presenciade gas retenido en las campanasDurham de forma diaria
durantela primerasemana.Se consideró+. la presenciade gasen la burbuja.

Las pruebasde fermentaciónde inulina, almidóny D-xiosa no fueronrealizadas,
por el mismo motivo queel expuestoen las pruebasde crecimiento.

Tampocofue necesariola realizaciónde la pruebade azul de diazonio, para la
distinción de basidiomicetos,al ser indicativa de estaclasificaciónotraspruebasrealizadas
alternativamente,como la de la hidrólisis de la urea. Parala realizaciónde estaúltima
prueba, se utilizó placas de YMA con rojo fenol como indicador de pH y urea. La
hidrólisis de estecompuestosereveló por cambiosdel color del inducadora rojo.

Los crecimientosen presenciade cicloheximidase realizaronen YNB conglucosa,
como en los mediosde asimilación.

Para la determinaciónde los requerimientosde vitaminas, se utilizó el medio
Vitamin-freebase,VFB, carecede L-asparaginay de los factoresde crecimientoácido p-
aminobenzoico,biotina,ácidofólico, myo-inositol, ácidonicotínico, pantotenatode calcio,
piridoxina-HCI, riboflavina y tianiina-HCl.

La presenciao ausenciade pseudohifassecomprobóen microcultivosen placasde
Dálmau con agarCorn-meal.

Durantela realizaciónde las pruebas,las levadurasfueron mantenidasen agar
malta.

Los resultadosobtenidosen las tablasde clasificación fueron introducidoscomo
respuestasconvalor + o - en el programade identificaciónde levaduras.Aquellaspruebas
queresultarondudosasseintrodujeroncon valor ?.

2.11. Extraccióny análisisde metabolitosinternos.

2.11.1 Extracción. Se utilizó el protocolo de de Koning y van Dam (1992). Se
crecieroncélulas en medio YPD, hastala fase exponencial(DO~

0=l.S). Se filtraron y
lavaronen tampón KH2PO4 100 mM, pH 4.5 aunaconcentraciónde 5% de pesohúmedo.
Las célulasse mantuvieronen hielo durante2 h. Parala realizacióndel experimento,se
incubé 55 ml de la suspensiónde células en una cubetatermostatizadaa 28

0C, con
agitaciónmagnéticacomométodode energizaciónde la levaduray aireación.A tiempo 0,
se pulsó 5 ml de glucosa,para dar una concentraciónfinal del azúcarde 20 mM. Se
tomaron5 ml de célulascomomuestraa intervalosde tiempo, siendoel primero a los Ss.
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Las muestrasfueronpipeteadasy mezcladasrápidamente,paraevitar la congelaciónde las
células, en tubos conteniendometanol al 60%, enfriado a -400C, en un baño de de
circulación de metanol, con el fin de parar el metabolismo.Una vez que la muestra
mezcladaen etanol, lasmuestrassecentrifugarona 2000rpm a temperaturasno superiores
a -100C. El precipitadode célulasfue resuspendidoen 2.5 ml de metano] 100% a -400C,
al que seañadio 1 ml de cloroformo,mezclándosefuertementehastala homogeneización.

La extracciónseconsiguióconel siguiénteprocedimientodescrito:Seañadió4 ml
de cloroformo frío a -400C y 2 ml de tampónPipes3mM, pH 7.2, que conteníaEDTA 3
mM a 00C. Duranteel pipetoedel tampón,las muestrasfueronagitadasvigorosamenteen
vórtex, paraprevenirla congelacióndel tampón.La mezclafue agitadadurante45 min en
un criostato(-350C), tras lo cual, secentrifugó a 2000 rpm durante20 mm (-200C). El
líquido situadoencimade la película de restoscelulares,queconteníael tampóny los
metabolitosextraídos,se recogieronmedianteunabombade vacio en un tubo preenfriado
a -400C.Se añadieron2 ml de metanol100% al restodel tubo centrifugadoconlos restos
celularesy el cloroformo, agitandoen el vótex paraevitar la congelación.Se adicionó 2
ml de tampónPipesconEDTA, mientrasseagitó la mezclafuertementede forma manual
durante30s. Se repitió el último pasode centrifugacióny de nuevo la capasuperiorse
extrajo y se adicionóa la mezclatampón metabolitosrecolectadapreviamente.

Los metabolitosextraídosfueronconcentradospor liofilización abajatemperatura
a un volumenfinal de alrededorde 1 mí, requiriéndoseunas4 h en el proceso.Se estimó
el volumenexactopor peso.Las muestrasse guardarona -200C hastasu utilización.

La concentracionesde metabolitosfueron valoradasen el analizadorautomático
Cobas.

2.11.2.Valoraciónde metabolitosintracelulares,Se utilizaron determinaciones
enzimáticasasociadasa la produccióno consumode NAD(P)H quepudo sercuantificada
por incrementosen absorbanciaa 340 nm. Las reaccionesenzimáticasnecesariasparala
determinaciónde los metabolitosfueron realizadasesencialmentesegún lo descrito por
Bergmeyer(1985a y b). Las cinéticas de las reaccionesse realizaronen el analizador
automáticoCobas.

La concentraciónintracelularde metabolitosse estimóde acuerdoa la siguiente
expresión:

1000 250 V 1 (2.10)
CI-( 6.3 Vm 5’n1 mgproteína

SiendoCI, la concentracióninternaen pmol/mgproteína.La fracción1000/6.3toma
en consideraciónel coeficientede exticción molar de NAD(P)H. y

0 es el volumen de
muestraintroducidaen las mezclasde reacciónen ml y 250 la dilución de la muestraen
la mezclade reacción.V es el volumen final de la muestra (en mí) que contiene los
metabolitos,una vez que ha sido tratada por liofilización; así VIS ml es la razón de
concentraciónde la muestracon el volumenoriginal de ésta.

Determinaciónde glucosa6-fosfato,fructosa6-fosfatoy ATP.
Reactivos(soluciónmadre), 125 jA de volumen en la mezclade reacciónpara la

determinaciónde la líneabase:
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TampónTEA 200 mM, pH 7.6 2m1
NADP 40 mg/ml 80pl
MgSO40.5 M SOjA
Agua destilada 1.38 ml

Paradeterminarglucosa6-fosfato(en un rango0.02-4mM):
G6P DH (5 mg/ml de TEA PH 7.6 x100) lOjil
Paradeterminarfructosa6-fosfato (en un rango0.01-1 mM):
PGI (5 mg/ml de TEA pH 7.6 xSO) lOjA
ParadeterminarATP (en un rango0.02-5mM):
11K (5 mg/ml de TEA pH 7.6 x50 con glucosa10 mM) 10 jA

Determinaciónde piruvato,PEP,2PGA, 3PGA.
Reactivos(soluciónmadre), 125 ¡sí de volumenen la mezclade reacciónpara la

determinaciónde la línea base:
TampónTEA 200 mM, pH 7.6 2m1
NADP 15 mM SOjA
MgSO4 0.5 M 80jA
Agua destilada 1.38 ml

Paradeterminarpiruvato (en un rango0.1-lomM):
LDH (5 mg/ml de TEA pH 7.6 xlOO) lOjA
Para determinarPEP(en un rango0.005-0.5mM):
PK (5 mg/ml de TEA pH 7.6 x50 con ADP 20 mM) 10 ¡sí
Paradeterminar2PGA (en un rango0.005-0.2mM):
Enolasa(10 mg/ml de TEA pH 7.6 x25) lOjA
Paradeterminar3PGA (en un rango 0.05-2mM):
PGM (5 mg/ml de TEA PH 7.6 con 1 mM 2,3-PGA) 10 pl

Determinaciónde G3P,glicerol.
Reactivos(soluciónmadre), 125 jA de volumen en la mezclade reacciónpara la

determinaciónde la línea base:
Tampónglicina 0.4 M, pH 9.8 con hidrazina2 M 2 ml
NAD 40 mg/ml 120 jA
MgSO,, 0.5 M 12 pl
ATPO.l M SOjA
Agua destilada 1.308 ml

ParadeterminarG3P (0-3 mM):
G3P DH (10 mg/ml de glicina pH 9.8 xlO) lOjA
Paradeterminarglicerol (0-30 mM):
GK (5 mg/ml de glicina pH 9.8 xlO) 10 pl

Determinaciónde piruvato,ADP, AMP.
Reactivos(soluciónmadre), 125 jA de volumenen la mezclade reacciónpara la

determinaciónde la línea base:
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TampónTEA 200 mM pH 7.6 2m1
NADE! 15 mM SOjA
MgSO4 0.5 M 80jA
Agua destilada 1.88 ml
KCllM 800jA

Paradeterminarpiruvato (en un rango0.1-10mM):
LDH (5 mg/ml de TEA pH 7.6 xlOO) 10 pl
ParadeterminarADP (en un rango0.5-4 mM):
PK (5 mg/ml de TEA PH 7.6 con 10 mM PEP) 10 jA
ParadeterminarAMP (en un rango0.024mM):
Mioquinasa(10 mg/ml en TEA pH 7.6 con 5 mM ATE’) 10 pl

Determinaciónde DHAP, CAP, FBP.
Reactivos(soluciónmadre), 125 jA de volumenen la mezclade reacciónparala

determinaciónde la líneabase:
TampónTEA 200 mM pH 7.6 2m1
NADH 15 mM SOjA
Agua destilada 1.38 ml

ParadeterminarDHAP (en un rango0.05-2 mM):
G3PDH (5 mg/ml de TEA pH 7.6 xlOO) 10 ¡¡1
ParadeterminarGAP (en un rango 0.002-0.01mM):
TPI (5 mgíml de TEA pH 7.6 x100) 10 jA
ParadeterminarFBP (en un rango0.02-10mM):
Aldolasa (5 mg/ml de TEA pH 7.6 x25) 10 pl

DeterminaciónNADH.
Reactivos(soluciónmadre), 125 jA de volumenen la mezclade reacciónpara la

determinaciónde la líneabase:
TampónTEA 200 mM pH 7.6 2m1
DHAP 100 mM 40pl
Agua destilada 1.96 ml

Paradeterminarde NADH (en un rango0-1 mM) se añadió:
G3P DH (10 mg/ml en TEA PH 7.6 x200) 10 jA

Determinaciónde NAD.
Reactivos(solución madre), 125 jA de volumen en la mezclade reacciónpara la

determinaciónde la línea base:
TampónSigmapara la valoraciónde etanol 2m1
Etanol96% 40 pl
Agua destilada 1.96 ml

ParadeterminarNAD (en un rango 1-2 mM):
ADH (1 mg/ml en tampón Sigma) lOjA
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2.12. Técnicascromatográficas.

Se realizaroncromatogramasa partir de extractoscrudossuspendidosen tampón
Tris-HCl 20 mM, pH 7.2 con EDTA 1 mM, frmercaptoetanol2 mM y PMSF 1 mM y
dializadosdurante24 h en el mismo tampón. La temperaturade trabajo fue de 40C.

Las columnasutilizadasconteníanla resinapreempaquetadaen un volumende 5
ml. Los gradientesutilizadosfueronlinealesde 20 ó 40 mí:

Econo Pac HTP (de Bio-Rad, n0 referencia732 0081). Conteníahidroxiapatito
comoresma.Lascaracterísticasde estascolumnaspara la separaciónde distintostipos de
proteínasy, en especialde hexoquinasas,se puedenencontraren Gorbunoff (1990) y
Gancedoy col. (1977) y ha sido utilizada con éxito por nosotros (Espinel, 1991). La
columnaseequiibró con 3 volúmenesde tampón fosfato de sodio 5 mM a PH 7.2. El
volumen de la muestrafue de 500 pl, conteniendo1-4 mg de proteínas.La proteínano
retenidaseeluyó medianteel pasode 2 volúmnesdel tamón de lavado. Las proteínas
retenidasse eluyeronal acoplarun gradientede tampónfosfato de sodio 5-300 mM. La
columna se lavaba, tras el proceso cromatográfico con el mismo tampón a una
concentraciónde 400 mM a temperaturaambiente.Los flujos de tamponesen la columna
fueron los recomendadospor el fabricante.

EconoPacBlue (de Bio-Rad, n0 referencia732 0035).ConCibacronBlue 3G-A.
Las resinasseequilibraroncon el pasode 2 volúmenesde columnade tampónTris-HCl
50 6 10 mM,conEDTA 1 mM, ~-mercaptoetanol2 mM y CI

2Mg 5 mM ajustadoa pH 7.2
u 8. Lascolumasfueroncargadascon 500 jA de una solución (1-4 mg proteína)y lavadas
con 2 volúmenesde tampónantesde que la proteínasretenidasfueraneluidasmediante
distintosgradientes:

1) Gradientecrecientelineal de NaCí (0-1 M) y decrecientedeCl2Mg deSaO mM.
2) Gradientecrecientelineal de NaCí (0-1.4M) y decrecientede Cl2Mg de 5 a O

mM.
3) Crecientede glucosaentreO y 0.5 M.
4) Crecientede fructosaentreO y 0.5 M.
5) Crecientede Al? entreO y 20 mM con un incrementoparalelode Cl2Mg entre

5 y 30 mM.

Los flujos fijados durantelos distintospasoscromatográficosse ajustarona las
recomendacionesde] fabricante.

Econo Pac DEAE Blue (de Bio-Rad, n
0 referencia732 0031). Con DEAE y

Cibacron B]ue 3G-A como agentesdiscriminantes.Los procedimientosexperimentales
fueron semejantesa la resma descritaanteriormente,a los que se añadió un sexto
procedimiento:

Equilibradode la columnacontampóna pH 7.2, conunaconcentraciónde Tris de
10 mM, seguidade un lavado con 1 volumende columnaconel mismo tampónal que se
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añadió glucosa0.5 M. Finalmentese corrió un gradientecrecientede NaCí 0-1.4 M y
decrecientede CI2Mg 5-0 mM.

En todoslos casos,serecogieronfraccionesde 2.5 mí, exceptolascorrespondientes
a los pasosde los gradientes,dondese recolectaron1 ml/fracción.

La actividad hexoquinasafue localizada,en aquellasfraccionesque la contenían,
mediandeun métodode visu conel métododeséritoen el apartado2.7.1. utilizando glucosa
comosustrato.En la mezclade reacciónseañadió,además,PMS 0.3 mM y MIT 0.7 mM,
que procurabanel desarrollode color azulen aquellasfraccionescon la actividadbuscada
(Entian y Frólich, 1984b; Espinel, 1991).Aquellas fraccionesque presentabancolor azul
antesde transcurrir 10 m fueron guardadasen congelacióny la actividad hexoquinasa
determinadaporproducciónde NADPH, a partir de la fosforilaciónde glucosao fructosa,
comose explicaen el apanado2.7.1.

2.13. Técnicaselectroforéticas.

Se realizaronelectroforesiscon proteínano desnaturalizada,para la visualización
de bandasde hexoquinasas,con un procedimientoexperimentalbasadofundamentalmente
en Maitra y Lobo, (1977); Entian y Frdlich, (1984b); Mc Cann y col., (1987) y Espinel,
(1991).

Se prepararongelesde electroforesispreparadosconacrilamida12% (p/v), cargados
con 10 jA de muestraen cadapocillo que fueroncorridosen un equipode electroforesis
Mini ProteanII, de Bio-Rad con una fuente de alimentaciónEPS500/400de Pharmacia
durante90 mm, a un voltaje constantede 95 V y 4

0C. Terminadala electroforesis,al gel
se le sobreponeotro gel, denominadode revelado,preparadode la siguientemanera:

Se inyectó en un soportede geles,atemperadoa 600C, 10 ml de una soluciónde
agarosaal 1% (p/v) en tampónimidazol 0.1 M, pH 8 a 950C. Una vez enfriadoel gel, se
embebióen una solución de 20 ml de tampónimidazol 0.1 M, PH 8 con Cl

2Mg 30 mM,
glucosa50 mM. Finalmenteseañadióen oscuridad500 jA deuna soluciónmadrede M’IT
y PMS, dandounamolaridad final 0.7 mM de MiT y 0.3 mM de PMS. La mezclase
mantuvoa 4

0Cen oscuridad.Seeliminé el excesode tampónenel momentode queel gel
de reveladofue utilizado.

Entre el gel de electroforesisy el de reveladosedeslizó100 ¡ji de NADP 40 mM,
100 ¡jI de ATP 80 mM y 5 U de G6PDH. Se atemperólos gelesa 250C y en oscuridad
para prevenir la reducciónespontáneade los reactivos. Se esperéhastala apariciónde
colorazul sobrelas bandasdelas enzimasfosforilantesde hexosas(generalmente10 mm).
Los reactivos no reducidos y enzimasutilizadas para el desarrollodel color fueron
eliminadospor lavadosrepetidosdel gel reveladoren aguadestilada.

Todoslos ensayosenzimáticoso parala determinaciónde cualquierparámetro,se
realizaron en, al menos, 2 oportunidadesindependientes.Las curvas de crecimiento
mostradasen la memoria de la Tesis, son reproduccionesde crecimientostípicos en
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discontinuoconseguidosdespuésde efectuar,al menos3 veceslos experimentos.En el
caso de los ensayosde consumode mezclade fuentesde carbono,las repeticionesdel
experimentofueronentre4 y 8.

Los análisisestadísticosrealizados,seefectuaronmedianteregresiónlinear o no
linear (por ajustede los parámetrosmedianteel procedimientode Marquart).Lospaquetes
informáticosutilizadosfueron, en general,lo comunesen el mercado.
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3.1. Caracterizaciónde las enzimasfosforilantesde bexosasen Candidautilis

Completamosel abordajeexperimentalrealizadodurantela realizacióndel Trabajo
de Tesinade Licenciatura(Espinel, 1991),que abarcóla caracterizaciónbioquímicade
dichas enzimasen nuestralevaduraen crecimientossobre glucosa.De dicho trabajo,
concluimosque Candida uzilis poseedos hexoquinasascapacesde fosforilar fructosa,
glucosay manosay unaglucoquinasacon afinidad paraestosúltimos sustratos.

3.1.1. Caracterizacióndelos parámetroscinéticosde la fosforilacióndehexosas
en condicionesfisiológicas.

Los trabajosprevios se realizaronen condicionesexperimentalesfijadas parael
entornoambientalde funcionamientoóptimo de las enzimas.Estasfueron fijadas a pH 8
y 300C de temperatura(Espinel, 1991). En este caso, afrontamosel estudio en las
condicionesquenosotroshemosllamadofisiológicas,dondeel pH en la determinaciónde
la actividadfue de 7 y la temperaturade 280C, elegidaal ser éstaa la quese realizael
crecimientode la biomasa.

Los sustratosensayados,fueronaquellosfrente a los cualesestasenzimastienen
afinidad en ambientesnaturales: fructosa, glucosa, manosay ATP, como cosustrato
necesariopara la actividadde las enzimas(Maitra, 1970; Barnard, 1975).

Como fuente de proteínasse utilizaron extractoscrudosde células y células
permeabilizadas.La interpretaciónde los resultadosobtenidosrespectoal comportamiento
cinético no diferieron con ninguno de los dos métodosutilizados.Tan solo el parámetro
de Vmax fue másreducidoal utilizar célulaspermeabilizadas,debidoal mayorcontenido
en proteínasde las muestras.

Con el fin de determinarla constantecinética1Cm, se procedióa la utilización de
distintosmétodosde ajuste.Métodode ajusteno linearen la representacióndirectay frente
a 5 y método de ajuste por regresiónlinear y no linear en la representaciónde Eadie-
Hofstee.

Tal comopuedepredecirsedelos resultadosconlasfraccionesenzimáticasaisladas
(Espinel, 1991), los resultadospodían ajustarsea un modelo con un único sistema
fosforilanteo varioscon Km parecidas,puestoquelasKm deducidasparala HK 1 y para
la GK, como enzimasencargadasdel 96% de la capacidadde fosforilación total de
Candida¿allis, fueronsemejantescuandoseutilizó comosustratola glucosa.En estecaso
la actividadtota] (y

1), asumiendoel modelode saturación,puedeajustarsea las siguientes
ecuaciones:

Vmax. 5
VTS ¡ (3.1)

Si las diferentesenzimascompartenvaloressemejantespara la afinidad por un
sustrato,entoncesla expresiónquedareducidaa:

s
VT=EVnlaX K,n~-S (3.2)

De forma que la actividadtotal V¶¡~ resultala sumade cadauna de lasvelocidades
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que participanen la fosforilación de las hexosasa cadaconcentraciónde sustrato.
Los resultadossemuestranen las Fig. 1. Lasconstantescinéticasdeducidascon los

distintosmétodosde ajustese muestranen la Tabla1.

Tabla 1. Parámetroscinéticos de la actividad hexoquinasatotal de la cepa 3092,
determinadosmediantedistintosprocedimientosde ajuste’.

sustrato ajuste no lineal ajuste lineal
Michaelis-Menten Eadie-Hofstee
Km Vmax r2 Km Vmax i~

glucosa 0.12± 354± 0.99 0.12 353± 0.99
0.00 4.03 ±0.00 5.3

fructosa 1.74± 395± 0.98 1.47± 389± 0.97
0.31 17.6 0.21 15.6

manosa 0.02± 507± 0.99 0.01± 498± 0.98
0.00 10.4 0.00 2.8

ATP 0.55± - 0.99 0.55± - 0.99
0.05 0.05

1
Unidades: Km en mM, Vmax en nmol/(mg proteIna~min). El símbolo -,

ajustable.

ajuste no lineal
Eadie-Hofstee

Km Vmaix 9

- - -

N.A. N.A. N.A.

- - -

- - -

indica no determinado; N.A.: no

Cuandose utilizó fructosa,aunquelascinéticase ajustaronpeoral supuestode un
sistema fosforilante, no se consiguió modelizar los resultados a dos sistemas de
fosforilación. De nuevo el resultadoeraesperado,puesla enzimamayoritariacapazde
fosforilar fructosa es la HK 1. Esta enzima contiene más del 90% de la actividad
fosforilantede fructosa.Independientementede los valorescinéticosde la 11K 2, la mayor
partede fructosaesutilizadapor la enzimamayoritariay la cinéticade saturaciónobtenida
necesariamenteserámuy parecidaa la de la 11K 1. Por esto, los estudiosde regulación
mostradosen los siguientesapartados,están hechastomandoen consideraciónsolo la
participaciónde la HK 1 en la fosforilación de fructosa,amenosquese indiqueotra cosa.

En el casode los resultadosobtenidospara la manosa,seobservaque,igualmente
a lo descritocon los azúcaresya citados,la cinéticase puedeajustara un único sistema
de fosforilación.De acuerdoa los resultadosobtenidosanteriormentepornosotros,estono
seríalo esperado,puestoquela afinidadpor la manosaresultómuy diferenteal determinar
la Km en la HK 1 y la GK. La hexoquinasafue casiun ordende magnitudmenosafín por
la manosaque la OK. En cualquiercaso, la afinidadpara la fosforilación de manosade
Candidautilis resultómuy semejanteala quemostróla OK en suestudioespecifico.Estos
resultadossugierenque la hexoquinasamayoritarapodríaresultarmásaUn por la manosa
en condiciones de funcionamiento fisiológico que en las condiciones previamente
determinadaspara la obtenciónde la máximaactividaden saturaciónpor el sustrato.

Las Km determinadasen el sistema celular para cualquierade los azúcares
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Fig. 1. Cinéticadefosforilacióntotal de losdistintossustratosutilizadospor las hexoquinasas
deCandidaurilis. A Fosforilaciónde glucosa.B Fosforilaciónde fructosa.CFosforilaciónde
manosa.D Fosforilaciónde glucosacondistintasconcentracionesde ATE’. Símbolos:En la fig.
A, B y C (O) velocidaddefosforilacióndelsustrato.Fig. íD (O) FosforilaciónconATE’ 1 mM.
(u) FosforilacióndeglucosaconAl?0.5 mM. (0) Fosfori]aciónde glucosaconAl? 0.2 mM.
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utilizados fueron levementedistintos a los quese dedujeronparacadauna de las enzimas
individualesen condicionesde funcionamientoóptimo. De nuevolas constantesdeducidas,
se asemejanmás a las que han sido previamentepublicadasen levadurasdistintas a
Saccharomycescerevisiaequeparalas de Saccharomyces(Espinel, 1991).

Cuandose analizóla actividad de fosforilación de Candida utilis en función del
ATE’ en medios saturadosde magnesioy con glucosa como azúcar fosforilable, se
obtuvieron cinéticas cuasi-linealessolo con la mayor concentraciónde Al? utilizado.
Cuando la concentracióndel cofactor disminuía, se apreciaroncinéticas ajustablesa
sistemasbifásicos (Fig. iD). Esto sugiereque la afinidadpor ATE’ esdistintaal menosen
cadauna de las enzimasmayoritariasque contienela levadura.Esto estabade acuerdoa
las conclusionesque alcanzamospreviamente(Espinel, 1991),dondeal determinarque la
GK poseíamenorafinidadpor Al?, formulamosla hipótesisde queestaenzimaseríala
responsablede ajustarla velocidadde fosforilaciónde glucosacuandolas concentraciones
del nucleótidofueranrelativamentebajasen nuestralevadura.

Respectoa las Vmax deducidasde los análisisutilizados,seconcluyequeCandida
utilis tieneunacapacidadde fosforilación de azúcaressuperiora la capacidadde consumo
de estosmismos azúcares.Asumiendoque el contenidode proteínaen Candidautilis es
del 50% (Lichfield, 1979; Verduyn,1991) y tomandoel valor de activiadadconseguidoen
célulaspermeabilizadas,podemoscalcular unacapacidadmáxima de fosforilación de al
rededorde 10.5 mmol/(g pesoseco~h),el doble de la capacidadde consumode hexosas
en estascondiciones. Esto no siempre ocurre en otras levaduras.En Saccharomyces
cerevisiaese ha comunicadoque la actividad hexoquinasa,medida en las condiciones
óptimas,esmuy semejantea la capacidadde consumoy transportede hexosas(Gancedo
y Serrano,1989).Estosresultadossugierenquelas hexoquinasasen Candidautilis tengan
un muy escasocontrol en la velocidadde glucolisis.

3.1.2. Estudio de la respuestade la actividad hexoquinasaa distintos efectores
con significación fisiológica.

De la bibliografía se han recogido efectoresde la actividad hexoquinasaque
funcionancomoinhibidoreso inactivadoresquepuedensertomadosen consideraciónen
ambientesnaturales.

3.1.2.1.Inhibición pordIosa.Se hadescritoquelas distintasenzimasfosforilantes
de hexosasde Saccharomycescerevisiaepuedenser inhibidaspor xiosa in vitro (De la
Fuentey col., 1970;Fernándezy col., 1985).Estefenómenopuedesertambiénreproducido
en otras levadurasa altasconcentracionesde xilosa,comoen Rhodotorulaglutinis (Mazón
y col., 1975),dondesedeterminaunaKl de 300-400mM. En el caso de la hexoquinasa
PI y glucoquinasade Saccharomyces(Kl 25 y 0.85mM, respectivamente),la xilosa seha
mostradocomoun inhibidorcompetitivode la fosforilaciónde glucosa,mientrasquelo es
no competitivoen el caso de la hexoquinasaPu (Kl 80 mM).

En extractoscrudosde Candidautilis en condicionesfisiológicas, se procedióa
determinar la capacidad inhibitoria (Tabla II), no hallándosevalores de inhibición
significativos en los rangosde concentraciónde diosa ensayados,mientrasque somos
capacesde reproducir el efecto inhibitorio predicho en la enzima purificada de
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Saccharomyces,por lo que descartamosque la xilosa seacapazde provocarinhibición de

la actividad fosforilantea concentracionesfisiológicas.

TablaII. Efecto inhibitorio porxilosa de la actividadhexoquinasatotal en Candidautilis’.

concentracióndel efector

xilosa 25 mM xilosa 100 mM

fosforilación de glucosa fosforilación de glucosa

lmM i00mM lmM lOOmM

Candida¿allis

11K PII

100±0.1 94.3±1.2 100±0.2 94.2±0.5

94.3±1.7 53.7±0.9 61.1±2.3 62.5±3.1

1 Valoresexpresadosen porcentajede actividadremanentecomparadocon los controlesen ausenciade xilosa

3.1.2.2. Inactivaciónpor xilosa. Esta pentosaes capazde desencadenarotros
fenómenosdistintos a la inhibición en hexoquinasasde levadura. Se ha comunicadola
capacidadde inactivar todas las enzimasfosforilantesde hexosasen Saccharomyces
cerevisiae(Fernándezy col, 1985). Esteefecto no pareceser especificode levaduras,
puesto que previamentese comunicó que la xiosa es capaz de inactivar también
hexoquinasasde animales (Lazo y Sols, 1979). En Saccharomycesparece que los
mecanismosde inactivación puedenser distintos en cada una de las enzimas,ya que
mientrasen la 11K PI, la inactivaciónesdependientede ATE’, no lo estantoen la HK Pu,
y, en el caso de la glucoquinasa,pareceque la inactivaciónpuede ser evitadapor la
presenciade Al?. El fenómenode inactivaciónha sido descritoa nivel molecularen la
HK PU de Saccharomycespor Fernándezy col. (1986) indicándoseque la xilosa induce
un procesode autofosforilaciónde la enzima.

Estudiamosla capacidadinactivadorade la xilosa en extractoscrudosde Candida
¿allis ensayandolas máximasconcentracionesutilizadasen los estudioscon enzimasde
Saccharomyces(Fig. 2). Los resultadosmuestranque la xiosaes incapazde inactivarlas
enzimasfosforilantesde hexosas(utilizando fructosao glucosa como sustratos).Estos
resultadosfuerondiscrepantescomparándolosconlosobtenidosconfraccionesenriquecidas
de HK 1 y OK en ensayosa pH 8 y 300C de temperatura(Espinel, 1991), donde
observamosqueestasenzimaspodíanserinactivadassiguiendolos patronesdescritospara
la 11K Ph y GK de Saccharomycescerevisaie, respectivamente.La razón de esta
discrepanciapuedehallarseen las distintascondicionesexperimentalesutilizadaso, muy
posiblemente,en que, duranteel procesode enriquecimiento,estasenzimaspuedanser
afectadasen su estabilidad,como pudo deducirsecon la fracción enriquecidade la
glucoquinasade Candida ¿allis, que padecíauna inhibición in vitro por glucosa en
determinadascondicionesexperimentalesno reproducidaen condicionesfisiológicas,ni en
ensayosin vivo.Decualquiermanera,se ha descritoquela presenciade xilosa en medios



Resultadosy discusión 28

de cultivos mixtos con glucosa,no induce ninguna alteraciónen las característicasde
crecimientode Candida¿allis. El crecimientoesdiáuxico,y el últimotramode crecimiento
se efectúasobre xiiosa (Hsiao y col, 1982), lo que revelala prevalenciade la represión
catabólicay el funcionamientocorrectode la actividadhexoquinasadurantela primerafase
de crecimientosobreglucosa.Si la xilosa afectaraa las hexoquinasas,de ser transportada
dentro de la célula, se esperaríandefectos durante el crecimiento sobre glucosa y
alteracionesen el control de represióncatabólica,comoseha descritoen Saccharomyces
(Fernándezy col., 1984). En dicha levadura la presenciade xilosa en el medio de
crecimientoelimina la actividadhexoquinasay provocala desrepresiónde la levaduraen
presenciade glucosa.
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Fig. 2. Efectode la xilosa como inactivaciónde la actividad hexoquinasa(Fosforilación de glucosatotal).
Símbolos:<o) Extractoscrudosde Candida ¡allis tratadasconxilosa 100 mM. (.) Extractosde Candida ¡allis con
xilosa 100 mM y ATP-Mg’ 4 mM. (O) Actividad control de Candida ¡allis. (u) Control con HK PII de
Saccharoniyces cerevisiae.

Por otro lado, descartamosque la ausenciade inactivaciónpor xilosa en las
hexoquinasasde nuestralevaduraseadebidaal consumode xilosa por partedel extracto
enzimático,puestoque losensayosde actividadxilosa reductosa,comoenzimainicial del
metabolismode xilosa en Candidautilis, son casi nulos,de formaquesoloseríancapaces
de hacerdesaparecerunamínimapartede la xilosa presenteen la mezclade reacción,aún
en el caso de queexistieraNADPH necesarioparaque estareaccióntuvieralugar.

3.1.2.3. Inhibición por trehalosa-6-fosfato.Recientementese ha comunicadola
capacidadinhibitoria de hexoquinasasde levadurapor parte de la trehalosa-6-P.Este
intermediario metabólicoen la síntesisde trehalosaes capaz de inhibir la capacidad
fosforilantede fructosay glucosade la HK PH y HK PI, mostrándosemássensiblela
hexoquinasamayoritaria.Sin embargola OK de Saccharomycesesinsensiblea trehalosa-
6- E’ inclusoaconcentracionesde 5 mM. Esteefectoraparececomoinhibidorcasiuniversal
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de la actividadhexoquinasaen levaduras,puestoque,sehan descritoal menos4 especies
de levaduraafectadaspor estemetabolitoy tambiéninhibe la hexoquinasade cerebrode
ratón (Blázquez y col., 1993). Sólo la actividad hexoquinasade Schizosaccharomyces
pombepareceinsensibleal efectoinhibidor de la trehalosa-6-P(Blázquezy col., 1993). La
relaciónde la trehalosa-6-Py las hexoquinasasparecetenerunafunción in vivoya que se
puedeexplicarpor quéel flujo glucolítico no sedesregulatras la adiciónde glucosa,por
el hundimiento de los niveles de ATE’ (González y col., 1992). Incluso en
Schizosaccharomycespombe,dondeeste intermediario pareceno regular la actividad
hexoquinasa,el gen TPSl, implicado en la sintesis de trehalosa-6-P,pareceque está
relacionadocon el procesode germinaciónde esporasen estalevadura(Blázquezy col.,
1994).El mecanismopor el cual el metabolismode la trehalosaregulaen Saccharomyces
cerevisiaeel flujo inicial del metabolismoestá actualmenteen discusión(Thevelein y
Hohmann,1995).

Cuandonosotrosensayamosel efecto in vitro de la trehalosa-6-Pen extractos
crudos encontramosque el metabolitoes capazde inhibir la actividad hexoquinasade
nuestralevadura, siempre que los ensayossean realizadosen condicionesfisiológicas
(TablaIII). Sinembargo,cuandolas condicionesde trabajoseajustaronalasóptimaspara
la actividadhexoquinasa,no encontramosinhibición apreciableen las concentracionesdel
inhibidor ensayadas.

TablaIII. Efecto inhibitorio por trehalosa-6-P1 mM de la actividadhexoquinasatotal en
Candida¿allis’.

Candidautilis HK Ph
Saccharomycescerevisiae

fosforilación de glucosafosforilación de glucosa fosforilación de fructosa

lmM 25mM lOmM 25mM lmM 2SmM

Ensayoa 300C y pH 8

0 6.3±0.1 0 5.4±0.2 0 0

Ensayoa 280Cy pH ‘7

67.5±1.2 54.6±0.3 95.3±0.9 84.3±1.1 63.5±1.5 85.4±2.1

1 Resultadosexpresadosen % de inhibición.

Estos resultadossugierenqueel efectoreguladorde la actividadhexoquinasapor
trehalosa-6-Pson específicospara entornosfisiológicos de ensayo.La inhibición de la
actividadhexoquinasadebeconsistiren unainhibicióncompetitiva,puestoqueal aumentar
las concentracionesde los sustratosenzimáticos,el nivel de inhibición desciende.La
ausenciade inhibición en las condicionesde determinaciónde actividad óptima para
Candida ¿allis fue también determinadacon enzima comercial de Saccharomyces
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cerevisiae.

Tabla IV. Efecto de la presenciade glucosa-6-fosfatoen la capacidad de fosforilación de
glucosa 100 mM en Candidautilis’.

concentraciónde giucosa-6-fosfatoen la reacción

control 0.1 mM 1 mM 10 mM 25 mM

100 101±0.2 99.2±0.7 99.5±0.7 98±3.2

Valoresexpresadosen porcentajede actividadresidual.La velocidadde las reaccionesse midieronmediantela

determinacióndel ADP producidotras la fosforilación del aricar.

Al otorgara la trehalosa-6-fosfatoel papel reguladoren el flujo glucolítico que
ejerce la glucosa-6-fosfatoen hexoquinasasde animales,y encontrarque también las
hexoquinasasde Candidautilis son sensiblesa trehalosa-6-fosfato,fue precisodemostrar
que en nuestralevadurala acumulaciónel productofosforiladode la reacciónhexoquinasa
no afecta la velocidad de la enzima (Tabla IV). De esta manera,se garantizóque el
hipotético efecto en la regulaciónde la glucolisis, solo se encontríaen al acumular
trehalosa-6-P.

3.1.2.4. Inhibición por ATP libre de magnesio. Se ha indicado que las
hexoquinasasde Saccharomycescerevisiaeson incapacesde utilizar comoco-sustratode
la fosforilación de hexosasel Al? a altasconcentraciones(Kopetzkiy Entian, 1985). Esto
es debidoa queel excesode Al? implica la apariciónde ATE’ libre de magnesioen el
caso de que las concentracionesde magnesiono se dosifiquenen paralelo a las del
nucleótido en la mezcla de ensayo. De esta manera, el único sustrato del que las
hexoquinasasson capacesde obtenerel fosfato necesarioparala reacciónesel complejo
ATP-Mg’~. La presenciade ATP libre de magnesiose traduce cinéticamenteen un
descensode la Vmax y aumentode la Km parael nucleótidoen las dos isoenzimasHK
PI y HK PII de Saccharomyces(Moreno y col., 1986). Estos autoressugierenqueeste
mecanismode inhibición tiene relevancia fisiológica, puestoque registraronmayores
niveles de magnesioen estadosde represiónqueen desrepresión,mientrasquelos niveles
de Al? eranconstantes,regulandoel nivel de actividadhexoquinasaiii vivo.

En extractoscrudosobtenidosde la cepasalvajede Candida utilis realizamosun
abordajeexperimentalsemejanteal propuestopor Moreno y col. (1986)para las enzimas
de Saccharomyces.La relaciónde ATP libre de magnesio,de Mg2~ libre y de nucleótido
acomplejadoconel ión fuerondeducidasde acuerdoala Ka del complejocon valor 1 10~
M, utilizado por los autorescitados en su trabajo. Los resultadosesperadosen las
hexoquinasasde Saccharomycesfueronconfirmadosmediantela utilización de la enzima
comercial(Fig. 3).

En la HK PU de Saccharomyces,enzimamayoritariaen los estadosde represión,
la actividad fosforilante se reduce,según los datos de la bibliografía, a un 30% con
respectoal control a concentracionessuperioresa 0.2 mM. Perola capacidadfosforilante
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Sg.3. Efectode la presenciade ATP libredemagnesioen la actividadhexoquinasatotal de
Candidautilis. A Actividad residualen funcióndela concentraciónde Al? libre demagnesio.
B Actividad en función de la concentraciónde ATP-Mg2. C Actividad dependientede la
concentraciónde Mg2t Shnbolos.(o) Fosforilaciónde glucosa.(e) Fosforilaciónde fructosa.
Línea punteada:actividad residual de la enzima comercial HK Plí de Sacdwromyces
cerevisiae.
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importanteque es independientede la concentraciónde Al? en el ensayo,por lo que se
puedeespecularcon el significado fisiológico de la inhibición por ADE’, en condiciones
dondela concentracióndel nucleótidoseanen tomo a mM (TablaVI).

TablaVI. Efecto inhibitorio de la actividadhexoquinasatotal de Candidautiuis porADP
y AMP’.

concentraciónde ATP en el ensayo:2 mM

inhibidor: ADE’ 2 mM inhibidor: AMP 2 mM
fosforilación de fosforilación de fosforilación de fosfori]ación de

glucosa25 mM fructosa100 mM glucosa25 mM fructosa100 mM

38.3±0.7 37.5±0.5 12.1±1.1 12.3±0.9

concentraciónde ATP en el ensayo: 0.2 mM

inhibidor: ADP 2 mM inhibidor: AMP 2 mM

fosforilación de fosforilación de fosforilación de fosforilación de

glucosa25 mM fructosa100 mM glucosa25 mM fructosa100 mM
41.3±0.7 42.0±0.6 13.6±1.1 13.0±0.8

Resultadosen porcentajede inhibición de la actividaden relación al control.
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3.2. Respuestade la actividad hexoquinasasegúnel medio de crecimiento y fase de
cultivo y determinación del nivel de represión.

3.2.1. Análisisen cultivos endiscontinuo.La actividadhexoquinasaen levaduras
puede variar de acuerdo a la fuente de carbonoutilizada en el medio y la fase de
crecimiento del cultivo. Así, la capacidad total de fosforilación de glucosa es la
predominanteen condicionesgluconeogénicasen Saccharomycescerevisiae,debidoa la
abundanciade la glucoquinasaen estascondiciones.Mientras que en condicionesde
represióno crecimientosobresustratosglucolíticos,la capacidadfosforilantemayoritaria
correspondea la HK PII (Gancedoy col., 1977; Fernándezy col., 1984, Fernándezy col.,
1985). El nivel total de actividadhexoquinasano tiene por qué serestabledurantetodas
las fasesde crecimientoen estalevadura,puessehandescritocasosquepresentanfuertes
incrementosde actividadde fosforilacióri de fructosatras el crecimientoen glucosay antes
de iniciarseel consumode etanolproducidoen la primerafasede crecimiento(Richardy
col., 1994).Por otro lado, el nivel de actividadde fosforilación total en Saccharomyces
permanecesin grandesvariacionesa lo largo del ciclo celular de la levaduraen cultivos
en discontinuo(de Koning y col., 1991).

Sin embargo,cuandoseestudianotras levaduras,seobservanvariacionesrespecto
a la regulaciónde la actividadhexoquinasaen función de la fase de crecimientoy fuente
de carbono.Ya se ha descrito que dentro del género Candida, por su heterogeneidad,
coexisten especiescon actividad constitutiva independientede la fuente de carbono
(Candida lipolytica) y especiesdonde la hexoquinasaes inducible por glucosa y la
glucoquinasainduciblepor fuentesde carbonogluconeogénicas(Candidatropicalis) (Hirai
y col., 1977).

Otro abordajeutilizado ha sido el estudiodel control de la transcripciónde los
mensajerosde cadauna de las enzimasimplicadasen la fosforilación de hexosas.Se ha
comunicadoque, aunquela actividadGK parecedependerde la presenciade glucosa,sin
embargo,la expresiónde la OK apararececomoconstitutiva(Albig y Entian, 1988).Y, al
contrario, en un análisis reciente del nivel de transcripciónde células crecidas en
discontinuocon distintas fuentesde carbono,se ha comunicadoque no existenniveles
detectablesde ARNm correspondientea la GK, cuandoSaccharomycescerevisiaecrece
sobre sustratosfermentablesy tiene una alta expresióncon sustratosno fermentables,
mientrasque la HK PII seexpresafuertementeen condicionesde represióny la HK PI,
descritacomo una enzima constitutivapor la actividad de la proteína, está sujeta a
regulaciónen el nivel de la transcripción,puesse detectagran cantidadde ARNm con
fuentesgluconeogénicasy galactosa(Herreroy col., 1994).

Nuestros resultadosobtenidoscon el análisis de la evolución de las enzimas
fosforilantesde hexosasen Candida utilis en las distintas fasesdel crecimiento sobre
glucosa,concluyeronquela actividadfosforilantetotal de glucosapermanecíacasiestable,
aunqueexistíanpequeñasvariacionesen los nivelesde actividad de la HKl y GK: La
hexoquinasaera inducidaparcialmenteen la faseexponencialde crecimiento,mientrasque
la enzimapredominantedurantela faseestacionariaerala OK y la enzimaminoritariaHK2
parecíaconstitutiva(Espinel, 1991).

Aquí afrontamosel estudiode la evolución de estasactividadesen función de la
fuente de carbonoen célulaspermeabilizadasy su relacióncon el estadofisiológico de
represión.El nivel de represiónsedeterminótrasel análisisde dosde las enzimasdescritas
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comoreprimiblespor glucosaen Saccharomycescerevisiae:la «-glucosidasay la invertasa
externa(como revisiónver Gancedo,1992,Trumbly, 1992y Entiany Barnett, 1992).

Los resultadosobtenidossepresentanen la TablaVII.

Tabla VIL Actividad hexoquinasa total y enzimas testigo de represión catabólica en
Candida¿allis procedentede distintos mediosde cultivo y fasesde crecimiento.

medio fase exponencial’ faseestacionaria’

fosforilación de F/G fosforilación de F/G

glucosa 350±5.3 396±6.1 1.12 233±7.8 246±9.9 1.05

fructosa 378±3.7 405±7.8 1.07 230±10.1 237±13.2 1.03

maltosa 498±25.7 656±27.3 1.31 346±10.2 346±8.6 1.00

sacarosa 383±6.8 390±8.9 1.02 511±37.3 559±29.7 1.09

acetato 279±5.9 310±11.0 1.11 231±8.4 196±2.7 0.85

etanol 232±3.2 256±4.7 1.10 201±1.7 211±3.5 1.04

medio a-glucosidasa2 invertasaextema~

faseexponencial faseestacionaria faseexponencial fase estacionaria

glucosa 0.14±0.1 9.60±1.7 8.33±5.7 11.7±1.7

fructosa 0.23±0.2 7.53±2.3 10.2±3.9 13.5±2.0

maltosa 89.9±10.3 57.8±9.8 24.3±3.7 22.3±2.8

sacarosa 4.50±1.3 6.17±1.1 38.3±5.7 25.7±3.5

acetato 3.60±0.9 3.41±0.9 57.8±10.1 17.2±3.5

etanol 2.25±1.0 5.87±1.3 33.5±5.4 40.3±7.8

2 3
Actividad en nmol/(mg protefnarnin). Actividad en nmol PNP/<mg proteinamin). Actividad en vmol glucosa

liberadal(mgprotefnah).

Pudimosdeterminarque,a excepciónde los valoresobtenidosen crecimientoscon
etanol, la capacidadde fosforilación total de glucosano presentagrandesvariacionesen
ninguno de los sustratosde crecimiento.A su vez, el análisis de la participaciónen la
fosforición total por cadaunade las dosenzimasmayoritariasen Candidautilis revelaque,
al igual que en el estudiode la regulaciónde estasenzimasduranteel crecimientoen
glucosa,no sepuedepredecircambiosimportantesen el nivel de las enzimasindividuales.
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Con estosresultados,se puedeasignara Candidautilis un comportamiento más parecido
al descrito en Candida lipolytica que a otras levaduras,respectoa la actividad de las
actividadeshexoquinasas.

Como se ha sido descrito en Saccharomycescerevisiae (ver revisionesantes
citadas), la ct-glucosidasatiene una regulacióncompleja.Es reprimible por glucosa,se
puedenencontrarnivelesde actividadbasalesen ausenciadel represorutilizandosacarosa,
etanol o acetato,con diferenciasde uno o dosórdenesde magnitudrespectoa los niveles
de represión,y se induce fuertementecuandoen el medio está presentela maltosa.En
cuanto a la invertasa, también el modelo de Saccharomycesse reproduceen nuestra
levadura.Es una actividad que esreprimible por glucosa,aunquepareceno requerir la
presenciadel sustratocomoinductorde la enzima.El descensode actividadencontradoen
muestrasextraidasen la faseestacionariapudieraexplicarsepor la presenciade proteasas
queactúensobrela enzimao por la existenciade entornosde pH ácidosen el medioque
pudieran afectar la estabilidadde esta proteína,o por el descensogeneralizadoen la
síntesisde proteínasregistradoen levadurasal entrar en esta fase (Fuge y col., 1994).
Aunque en Saccharomycescerevisiaeel control genéticode la expresiónde estasenzimas
estádilucidado,no poseemosningún datoen Candidautiuis quenospermitaconocersi los
circuitos íntimos de represióne inducción para la actividad maltasay represiónde la
invertasasonsemejantesa los de Saccharomyces.Perodesdeel puntode vista fisiológico,
la respuestade estasactividadesrespectoa la represióne inducción sonsemejantesa las
de Saccharomycescerevisiae.

Con el estudio del nivel de actividad de estasenzimastestigos de represión,
podemosrelacionarla presenciade hexoquinasaconel gradode represióno desrepresión
en los que seencuentralas células.En Saccharomycescerevisiae,el usodelparámetroF/G
que estimael gradode actividad de las hexoquinasasen relacióna la actividadtotal de
fosforilación de hexosaspodríaservirparaaestablecerel gradode represiónen el que se
encuentranlas células. Cuando los cultivos han sido realizados sobre fuentes que
desencadenanrepresión,estevalor excedede 1 y se puedededucir que la fosforilación
predominantees debida a la HK PH. Existe, por tanto una relacióndirecta entrealtos
valores de F/G -entre 1.2 y 1.6, según autores- y represión de aquellas enzimas
pertenecientesa aquelloscircuitoscontroladospor la HK Píl (Fernández y col., 1984 y
1985; Entian y Frñhlich, 1984; Ma y col., 1989; Rose y col, 1991). En nuestrocaso,
independientementede la actividadtotal de fosforilación obtenidascon las distintasfuentes
de carbonodondehansidocrecidasla levadura,la relaciónF/Gpermaneceinvariablemente
en tomo a 1 en la faseexponencialde crecimientoy decreceen la fase estacionaria.Se
puedeconcluirqueel cálculo de la relaciónF/G no resultaútil paradeterminarel nivel de
represiónen nuestralevadura,al contrarioque sucedeen Saccaromycescerevisiae.

3.2.2.Análisisencultivoscontinuos.Seconocenconclusionesobtenidosmediante
el usode la técnicade cultivo continuoen Saccharomycescerevisiaesobredistintasfuentes
de carbono.Cuandola tasade crecimientosecontrolaen el rangodel consumooxidativo
de glucosa,sepuedeobservarcomola actividadhexoquinasatotal permanececonstantea
lo largo de todas las D utilizadas (Sierkstra y col., 1992), no experimentagrandes
variacionescuandola levaduracrecesobreglucosaen limitación de nitrogeno(Sierkstra
y col., 1994) o sobreun sustratoglucolítico capazde sustentarun alto flujo metabólico,
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comogalactosa(Sierkstray col., 1993). Tampocopareceque los nivelesde fosforilación
totalesen Saccharomycesvaríen a lo largo de las 1) de ensayoen cultivos realizadosen
anaerobiosisfermentandomaltosa(Weusthuisy col., 1993).

Al igual que ya se ha expuesto para los análisis en discontinuo de la actividad
hexoquinasatotal, la regulacióngénicade las enzimasencargadasde la fosforilación no
tiene porquereflejarseen el nivel enzimáticode actividad.El grupo de Theo Verrips ha
estudiadoextensamenteel nivel de ARNm en distintoscultivos en continuo sobrevarios
sustratos.Determinaronqueel nivel de mensajerode la HK PI! aumenta,de forma global,
cuandolo hacela tasaglucolitica en medioscon glucosa,mientrasque, comoya se ha
expuestoen medidasen cultivos en discontinuo,la cantidadde mensajerode HK PI es
inversamenteproporcionala la tasade adición de glucosaen el quimiostato(Sierkstray
col., 1992, 1993 y 1994).

Sin embargoel estudiode la evolución de esta actividad en otras levadurases
limitado y paraCandida¿allis, solo seha comunicadolos resultadosobtenidosrespectoa
la capacidadde fosforilación total de glucosa (Postmay col., 1988), por lo que las
conclusionesson insuficientes.

Nosotroshemosrealizadodistintoscrecimientosencontinuoy hemosdeterminado
la capacidadtotal de fosforilación de glucosay fructosa,con el fin de averiguarel grado
de intervención de la hexoquinasamayoritaria respecto al total de fosforilación en
condicionesfisiológica controladas.(Fig. 4A, 4B).

Respectoal crecimientoen limitación de glucosa,la líneageneralde eyolución de
la capacidadtotal de fosforilaciónde glucosa,coincidecon lo anteriormentepublicadopor
otros autores(Postmay col., 1988). Encontramosque, tras analizar la evolución de la
actividad fosforilante de fructosa, ésta también corre en paralelo con la de glucosa,
sugiriendoque la proporción de la fosforilación de hexosastotal correspondientea la
hexoquinasamayoritariapermanecesin grandesvariacionesa lo largo de todaslas tasas
de crecimiento.Ademásla actividadtotal ensayadaen célulasextraidasa tasasde dilución
dondela concentraciónde glucosalibre en el fermentadorestáinclusopordebajodel límite
de detección,esmuy superiora la encontradacuandolas tasasde dilución seacercana las
de lavadoy la concentraciónde glucosalibre estáen el rangode mM.

Estasituaciónes distinta a la que ya hemoscomentadocuandose analizaronlas
actividades totales en discontinuo. La razón de estos cambios se encontró en las
condicionesespecificasen las quese realizaronambostipos de cultivos. Mientrasqueen
discontinuo,ademásde carecerde sistemassuficientespara el control de determinados
parámetrosambientales,como pH o concentraciónde sustanciasproducidasduranteel
metabolismo,la fase de crecimientoexponencialse realiza,en gran medida,cuandola
concentraciónde la fuente de carbono satura la capacidaddel microorganismopara
consumirla.Sealcanzala faseestacionariadel crecimientocuandoel sustratolimitante se
agota.En cultivos continuos,la capacidadde crecimientose limita por la disponibilidad
de la fuentelimitante y, aunquelos nivelesdel sustratolimitante seancasi despreciables
en la cubeta de fermentación, se realiza una adición continua de sustrato. Además, se
procedea un control efectivode otros parámetrosambientalesque puedenafectaren los
resultadosfinales conseguidosen crecimientoen discontinuo.

De cualquiermanera,estimandola capacidadtotal de fosforilación en nuestras
levadurasa altas tasasde dilución, tras asumir queel contenidoen proteínade nuestra
levaduraes el 50% de la biomasaseca,segunLichfield (1979) y Verduyn (1991),puede
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inferirse que en estassituaciones,los valoresde fosforilaciónde hexosasse asemejana la
tasa de consumode glucosa,por lo que la actividad hexoquinasapuede llegar a ser
limitante de la capacidadde crecimiento(Fig. 4C).

En crecimientosrealizadosen otrafuentedecrecimientoglucolíticaquepermiteuna
fácil asimilación,peroqueno desencadenarepresiónen nuestralevadura(determinadapor
el nivel de actividad de la invertasay ct-glucosidasa),como la sacarosa,en la tasasde
crecimiento donde la concentraciónde glucosa residual en el fermentadorno son
suficientementealtas como para considerarlasrepresoras,el resultadoconseguidopor
nosotrosseasemejacualitativamenteal expuestoparacrecimientossobreglucosa(Fig. 5).
Por ello, pensamosque el nivel de actividadhexoquinasatotal encontradoen cadauna de
la D ensayadasdepende fuertemente de la capacidadmetabólica de la levadura,
independientementede la naturalezadel sustrato que sustentael crecimiento. Esta
influencia de la tasa metabólica en el grado de expresióny actividadesde distintas
enzimas,ha sidoya propuestopor el grupo de Verrips en Saccharomyces(Sierkstray col.,
1992; Sierkstray col., 1993). Sin embargo,la actividadhexoquinasa,consideradacomo
sumade la acción de 3 enzimas,en Candidano respondecon grandesvariacionesa los
cambios de flujo metabólico,ni a concentracionesde sustratoen el medio de cultivo,
durantelas tasasde crecimientomás bajas.La razónde esteresultadopudieradebersea
que, en estas condiciones,la levaduraposeaun excesode actividad fosforilante para
sostenerla tasade flujo metabólicodeterminadaen estadoestacionario.Existe un umbral,
cuandola concentraciónde sustratoempiezaa sersuficientementealta, a partir del cual la
actividadhexoquinasatiene una evolución inversaa la velocidaddel flujo metabólico.

Cuandoanalizamosel estadode represión-desrepresión,segúnel nivel de actividad
de las enzimastestigode represión,encontramosque, como erapredecible,a bajastasas
de dilución, tanto la invertasacomola ct-glucosidasatienen valoresde actividadbasales.
Destacamosque los valoresde actividad son, aproximadamente,un orden de magnitud
mayoresque los queregistramosen cultivos en discontinuo.La razóndeestoscambiosno
estásuficientementeestudiada,aunqueel control de lascondicionesambientalesen lasque
se realizael crecimientode la levadurapareceserdeterminante.Hemosencontradoen la
bibliografía otros casos análogos cuando se estudió la actividad de otras enzimas
reprimiblespor glucosaen otraslevaduras(Boze y col., 1989).Comosucesoinexplicable
para nosotros,al estudiarla evolución de la actividad invertasa,encontramospicos de
actividaden cadacambiode D. Miembrosde nuestrogrupo comunicaron,al estudiarel
crecimientode Candidautiuis en limitación de zinc, que la actividadde esta enzimano
variabagradualmentecon la D (Leyva, 1993) en determinacionesrealizadasigualmenteen
estadosestacionariosde cultivos continuos.Cabela posibilidadde queestaenzimaesté
sujeta a una regulaciónsutil, independientede la represiónpor glucosao de la tasa
metabólica.

Al aumentarla D, encontramoscantidadesdeterminablesde glucosay cambiosen
la actividadde ambasenzimas,quepasanaser lo correspondientesa estadosde represión.
Confirmamos dos de las observacionespublicadasanteriormente:que el umbral de
represiónseencuentraen tomo a0.1 gIl glucosa(Peinadoy col., 1987a)y quea tasasde
D superioresa0.3 h’, sereprimela posibilidadde utilizaciónde maltosa,por insuficiencia
de a-glucosidasa,segúnnuestrasconclusionespresentadasen estaTesis,e inactivacióny
represióndel transportadorde maltosaen Candidautiuis (Peinadoy col., 1987b).Ademas,
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la utilización de otros sustratosglucolíticos fermentablesno implica la aparición de
represióncatabólica,ya que en experimentoscon sacarosaa tasasde dilución dondela
concentraciónde glucosalibre es inferior a la concentraciónumbral de represión,el nivel
de enzimastestigo de represiónse correspondeal basal.

Concluimos que, al contrario de lo que predice el modelo desarrolladoen
Saccharomyces,dondeseuneel estadode represiónconaltasactividadesde fosforilación
de hexosas,en nuestralevadura,aunquela evoluciónde las hexoquinasasparecequesigue
el modelode Saccharomycesabajastasasde dilución; esdecir,sin variacionesimportantes
de actividadparadistintastasasde crecimiento,sin embargola actividadhexoquinasaque
seencuentraen estadosde represiónresultaser inferior a los estadosde desrepresión.

U ___
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3.3. Determinación de la relación de la actividad hexoquinasa en el control de la
represión catabólica.

En condicionesfisiológicasen Sacc/zaromycescerevisiaesiempresepuededescribir
que durantelosestadosde represiónen la levadurasemanifiestanaltosnivelesde actividad
hexoquinasaHK Ph (Gancedoy col., 1977, Fernándezy col., 1984; Fernándezy col.,
1985). Ya hemosexpuestoqueen nuestralevaduraestarelaciónfisiológica no seespera,
segúnlos resultadosexpuestosen estudiosen discontinuo y continuo. Con el fin de
averiguar si bajos niveles de actividad hexoquinasapudieranprovocar desrepresiónen
crecimientossobresustratosrepresores,intentamosla obtencióndemutantescarenteso con
actividad hexoquinasadisminuiday estudiamosel efecto de inactivadoresde actividad
hexoquinasain vivo sobrela represióncatabólica.

3.3.1. Búsquedademutantesafectadosen la actividadhexoquinasa.Ya hemos
descritoen Material y Métodos los distintos abordajesutilizados para la obtención de
mutantescon actividad hexoquinasacon el proposito de aislar cepas con actividad
fosforilantede fructosainsuficienteparael crecimientosobrefructosa,tras el crecimiento
sobreglucosa,con lo quegarantizaríamosque,al menos,los presuntosmutantesposeyeran
actividadglucoquinasasuficienteparael crecimientoen glucosa.

Con estametodologíadescartaríamosla seleccióndemutantesseriamenteafectados
en la capacidadde transportarhexosas(puestoque existía un crecimientoprevio sobre
glucosa)y, mediantela utilizaciónde placasde crecimientocon mediosintético,mutantes
auxótrofoso incapacesde crecersobremedioscon una formulacióncompleja.

De acuerdoal planteamientoexperimental,serequeríaquela glucoquinasatuviera
una acciónfisiológica efectivaen crecimientossobrefuentesfermentables.Recientemente
sehacomunicadoque, aparentemente,la glucoquinasacareceríade unafunciónreal en la
fosforilacióncuandoSaccharomycescerevisiaecrecesobresustratosfermentables(Herrero
y col., 1994), coincidiendo en las opiniones actuales que establecen una
compartimentalizaciónen las funcionesde fosforilación de hexosassegúnlas fuentesde
carbono que sustentan el crecimiento (Clifton y col., 1993). Para evitar que una
especializaciónfuncional estuvieraocurriendotambiénen nuestralevadura,utilizamos
crecimientospreviossobreetanol.

El tratamientocon nistatina, aunqueno resultaestrictamenteespecíficopara la
selección y enriquecimientode células incapaces de crecer en unas condiciones
determinadas,tiene un fuerteefectomicrobicidaen aquellasquesí son capa¿sde crecer
(Opekarováy Tanner, 1994). Por lo que esperábamosque solo aquellascélulas con
capacidadhexoquinasamuy restringidaresultaranresistentesal tratamiento.Esteabordaje
ha sido efectivopara el aislamientode mutantesauxotn5ficosen otras levaduras(p. ej.
Gleesony col., 1990). Desechamosla utilización de otrotipo de métodoscon mutágenos,
puesestospudieranconducira la obtenciónde mutantesqueno estuvieranalteradosen la
capacidadconcreta de fosforilación, ya que el riesgo de provocar mutacionesque
implicaranefectosfisiológicos no deseados,era elevado.

En la TablaVIII describimosel númerode coloniasresistentesal tratamientode
nistatinay el nivel de actividadhexoquinasay a-glucosidasaencontradoen crecimientos
sobreglucosa.Ningunode ellosmostró variacionesen los valoresde actividadenzimáticas
cuandose les comparócon la cepasalvaje.Tras el análisisde los resultados,desistimos
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en el esfuerzode buscarmutantesporestavía.

Tabla VIII.. Búsquedade mutantescon actividadhexoquinasadisminuida.

procedimientode n0 de actividadhexoquinasa actividadcc-glucosidasa
aislamiento’ aislados normalen: normalen:

C

C

C

150 todos todos

36 todos todos

183 todos todos

La descripciónde los métodosde seleccióny aislamientose especificanen el apartado2.8.3 de Materia] y
Métodos.

Ningunade las aproximacionesresultóefectiva.Ni el enriquecimientode mutantes
que pudieranapareceren la fase exponencialde crecimiento,ni en la estacionaria,ni en
crecimientosen medios limitados por nitrógeno,a pesarde que la concentraciónde
nistatinaseincrementónotablementerespectoa lo recomendadoen labibliografía(Spencer
y Spencer,1988). Estosdos últimos planteamientosbuscabanel aislamientode mutantes
en condicionesdondelas posibilidesde mutaciónfueran,teóricamente,superioresalasque
existieran en la fase exponencialdel crecimiento.La utilización de cultivos en fase
estacionariao desenergizadas,ha sido recogidaen la bibliografía(p. ej. Montenecourty
col., 1973; Michels y Romanowski,1980; Milbradt y Hófer, 1990).

Los resultadossugeríandos explicaciones:La tasanaturalde mutaciónpuedeser
muy baja. También es posible que se necesitaragravesmutacionesen los genesque
codificanparalas hexoquinasasparaqueel productode la traducciónfuerainactivo o con
la actividadmuy disminuida.También,cobranrelevancialos resultadosdescritosen cepas
de Saccharomycescerevisiaeque expresansolo una de las enzimasfosforilantes de
hexosas.Todas son capacesde creceren glucosaaquellasque poseensolo una de las
hexoquinasas,son también capacesde crecer sobre fructosa, aunque pudieran tener
parámetrosde crecimientodistintosde lascepassalvajes(Maitra y Lobo, 1977).Nuestros
resultadosrealizadosen la caracterizaciónbioquímicade las isoenzimasfosforilantesde
hexosasen Candida¿allis indicabantambiénque, al menos,la única actividad de la HK
1 o de la OK son suficientespara sustentarel crecimientosobre glucosay que la
hexoquinasamayoritaria tambiéncontieneactividad fosforilantede fructosa,comopara
permitir el crecimiento sobre esteazúcar(Espinel, 1991).

3.3.2. Inactivación in vivo de la actividad hexoquinasa.Debido a los resultados
negativosque hemosexpuestoen el capituloanterior,emprendimosel estudiodel efecto
fisiológico en levadurascreciendoen distintasfuentesde carbonocon la mayor partede
la actividadfosforilantede hexosaspermanentementeinactivada.

Aunque en la bibliografía, se han descrito unaserie de metabolitoscapacesde
afectar de forma permanentea las hexoquinasasde levadurasy hongos, como la
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inactivación in vivo observadaen cultivos de Saccharomycesen presencia de xilosa
(Fernándezy col., 1984),
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Fig. 6. Cultivo discontinuode Candidamilisconunamezclade glucosay citrato.Símbolos:(u) Biomasa(DO020).
(o) Concentraciónde glucosa(gil). (D) Concentraciónde citrato (g/l),

como ya hemosdesarrolladoen anteriorescapítulos,no esesperableun efectosimilar en
Candida¿allis. Otrassustanciascon significaciónfisiológica tambiéntienen un potencial
efecto inhibidor de hexoquinasasen levadurasy hongos.Así el ácido benzoico (Sols,
1981),utilizado comoconservanteen alimentos,se ha descritocomopotencialinhibidor
de hexoquinasas.Perose descartósuutilización porla ausenciade un efectopermanente
y la carencia de elementosque nos permitieran racionalizar la utilización de este
compuesto.El mecanismode entradadel benzoicoparecesermediantela difusión dentro
de la célula de su forma no disociada(Cartwrighty col., 1989) y la razónde repartode
forma protonaday disociadadependedel pH del medio y esteparámetroestásujeto a
continuoscambiosduranteel crecimientocelular.Porotro lado,el benzoicono resultaun
agenteespecificode hexoquinasas,puessehan descritodistintosefectosen el metabolismo
de levaduras que parecen dependerde especie. El ácido benzéico resulta ser un
desacopladory parecequeen Saccharomycescerevisiaeaumentalacapacidadrespiratoria,
aunquedisminuye la efectividaddel procesoy aumentala tasade mantenimientode la
levadura(Verduyny col., 1992). En otras levaduras,comoZygosaccharomycesbailii, el
efecto sobre la respiraciónes el contrario (Lcyva, 1996; Sousa-Diasy col., 1996), al
disminuir la capacidadde respirarel sustratoy aumentarla actividadfermentativa.

Otrocompuestoqueafectala actividadhexoquinasaenhongossuperproductoresde
citrato es el intermediariodel ciclo de Krebs, el ácidocítrico (Steinbócky col., 1994).
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Nuestralevaduraes capazde crecersobreestecompuestocomo únicafuentecarbonada
(Barnett y col., 1990), pero tambiénmuestrarepresióncatabólicaen cultivos mixtos con
citrato y glucosa, lo que sugiereque las hexoquinasasno estánafectadasPi vivo, puesto
que las célulassoncapacesde crecersobreglucosa(Fig. 6).

A partir de datos bibliográficos, ensayamosel efecto inactivadorde distintos
compuestoscon efecto en hexoquinasasanimalesy de levadura.Se utilizaron:

- Aloxano (2,4,5,6-tetraoxipiridina)(Lenzeny col., 1990).
- Ninhidrina (hidrato de 1,2,3-indationa)(Lenzeny col., 1990).
- Cibacron Blue 30-A (Puri y Roskoski, 1994).

Serealizaroncrecimientoscon distintasconcentracionesde estassustancias(basta
2 mM) y se determinélas constantescinéticasde crecimiento.Mientrasque las células
crecidasen presenciade aloxano no presentarondiferenciasni en la capacidadde
crecimientosobreglucosani en la actividadhexoquinasa,las célulascrecidasen presencia
de ninhidrina presentarontasasde crecimientomuy bajascomparadascon el control,
ademásde formas celularesaberrantes.Los autoresque ensayaroneste compuestoya
determinaronquela ninhidrinaprovocaefectoscitopáticosno muybiendefinidos(Lenzen
y col., 1990).

Sólo la utilización del CibacronBlue 30-A rindió los resultadosesperadosy, en
torno a él, sehan realizadolos experimentosdescritosa continuación.

El CibacronBlue 30-A esunamoléculadesarrolladacomocoloranteindustrialpor
Ciba-Geigye ICI (con el nombrecomercialde Reactivo2 o ProcionBlue H-B, índice de
color 61211).Estamoleculatiene aplicacióncon fines bioquímicosen la purificaciónde
distintasenzimas(Manualde instrucciones732-0031,Bio-Rad),comoligandosdepseudo-
afinidad,unido a distintasmatrices,generalmentede sefarosa.El mecanismoinactivador
de hexoquinasascomercialesde Saccharomycescerevisiaeha sido descrito por Puri y
Roskoski (1994). Aparentemente,el CibacronBlue 30-A puedemimetizarel anillo de
purina del ATP y escapazde ligarsea la proteínaporunioneshidrofóbicasrindiendouna
inactivación permanente.Concentracionesde colorante de 92 1.¡M son suficientespara
alcanzar la máxima tasa de inactivación in vitro. En este tipo de ensayos, altas
concentracionesde glucosa o de ATP son capacesde protegera la proteína de la
inactivación.

3.3.2.1.Efectoinactivadordel CibacronBlue30-A ¡u pUro. Distintosfabricantes
hancomercializadocolumnasde cromatografíaconel colorante.Concolumnasde Bio-Rad,
descritasen Material y Métodos,efectuamosunaseriede ensayosconel fin de determinar
el efectoinactivadordel Cibacron Blue 30-A en extractoscrudos,obtenidosde células
crecidasen ausenciadel colorante.

Según Puri y Roskoski (1994), el colorante inactiva las proteínas de manera
permanente.Solo la presenciade glucosay/o ATP previenela inactivación.

En aquellascolumnasque contabancon CibacronBlue 30-A comoúnico agente
separadorde proteínassólo conseguimoselución de fraccionesquecontuvieranactividad
con el tratamientode gradientessimultáneosde NaCí y Cl2Mg (Fig. 7A). Al contrarioque
los resultadosde Purí y Roskoski(1994),dondela presenciade glucosaen concentraciones
en el rango de mM eliminaba el efecto del inactivador,en nuestrashexoquinasas,la
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glucosano eracapazde eliminar la inactivacióninclusocon 2 órdenesde concentración
superior.Tampocoel ATP, inclusoen presenciade concentracionessaturantesde magnesio,
revertíala inactivación.

Aunquelas figurasincluidassolo muestranlos resultadosrespectoa la inactivación
conmuestrasprocedentesde cultivoscon glucosa,obtuvimosconclusionessimilarescuando
ensayamosla actividaden las fraccioneseluidasde muestrasprocedentesde otrasfuentes
de carbono,comoacetatoy sacarosa,lo que demostrabaquelos resultadosno se debían
a característicasintrínsecasde las hexoquinasasen crecimientossobre glucosa. La
utilizaciónde extractosprocedentesde cultivosen estacionariotampocopermitió la elución
de actividaden las fraccionesrecogidas.

Cuandolas columnasensayadaserancapacesde eluir las proteínasmediantedos
criterios de separación(DEAE y Cibacron Blue 30-A) se consiguió la elución en
condicionesmuy estrictas.El lavado de la columnacon los compuestosque evitan la
inactivaciónen hexoquinasasde Saccharomycescerevisiaeno evitabala inactivaciónde
nuestrasenzimas.Sin embargoun lavadocon NaCí permitió la elución de partede la
actividadenzimáticaaplicadaa la columna.Conseguimosevitar la inactivacióncasien su
totalidadmedianteun lavadoprevioconglucosaantesdelgradientede NaCí y Cl2Mg (Fig.
7B). Con esteprocedimiento,más del 90% de la actividad aplicadaa la columnaera
recogidaen las distintas fracciones.Mediante la determinacióndel parámetroF/G, se
observóqueaunquela metodologíaeraapropiadaparaeliminar la inactivaciónde nuestras
enzimas,no conseguíala separaciónde ningunade las isoenzimas.Sin embargo,con otras
columnas,que poseíanhidroxiapatito, si se observabauna separaciónde las distintas
actividadesenzimáticascontenidasen Candidautilis (Espinel, 1991).

Al igual que sucedíacon la utilización de las columnasEcono Pac Blue, los
resultadosresultaronrepetitivoscon todaslas muestrasaplicadas,cualquieraque fuerala
fuentede carbonodondeserealizaronlos crecimientoscelulares.

Comoconclusión,confirmamosel efectoinactivantedel CibacronBlue 30-A sobre
la actividadhexoquinasade levadura.Aunque los resultadossugierenque el mecanismo
de inactivaciónpuedaser distinto que el que se ha descrito en la hexoquinasaPII de
Saccharomyces,pueslavadosconaltasconcentracionesde glucosao Al? no soncapaces
de revertir la inactivación.

3.3.2.2. Inactivación ¡u vivo por Cibacron Blue 3G-A. Con el fin de garantizar
el efecto inactivadorin vivo de CibacronBlue 30-A, seefectuaronlas adicionesen medio
estéril por filtración del compuesto,segúnlas recomendacionesdel ServicioTécnicode
Sigma QuímicaEspafla.

Encultivos con distintaconcentraciónde colorantey unacantidadinicial de glucosa
constante,se comprobópor microscopiaóptica que el coloranteescapazde entraren la
célula. Las células tratadasadquirían una coloración azul-verdosa,mientrasque los
controleserantransparentesala luz. Repetidoslavadosconaguano eliminabanestecolor.

Efectuamoscrecimientosde nuestralevadurasobremedioscon distintasfuentes
carbonadas,como glucosa(represor),maltosa(inductorde a-glucosidasa)y etanol (no
represor) y distintas concentracionesde Cibacron Blue 3 0-A. Se determinóla actividad
hexoquinasatotaly nivel de actividada-glucosidasaen muestraspermeabilizadasextraídas
en la faseexponencialdel crecimiento(determinadapor pesoseco,debidoalos problemas
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que se manifestaronmediante la determinaciónpor densidadóptica), obteniendoestos
resultados (Tabla IX).

Los resultadosmostraronclaramenteque la presenciadel colorantedisminuíala
cantidadde hexoquinasaactiva, incluso a las concentracionesmáspequeñasutilizadas,al
menosen crecimientoscon glucosa.Tomandoen cuentala concentraciónpara la que se
manifiestala inactivaciónin vitro máximade la hexoquinasade Saccharomyces,se puede
presumirqueel inactivador fuera transportado fácilmente al interior de la célula y que se
requiereconcentracionesen el rangode pM, al igual queenSaccharomyces,parainactivar
la mayor parte de la actividadhexoquinasain vivo. Aunque la capacidad fosforilante de
glucosaresultafuertementeafectadaporel CibacronBlue 30-A, aparentemente,segúnlos
datos obtenidosde célulascrecidasen maltosay etanol, y al contrario quesugierenlos
estudiosde inactivación iii vitro, la capacidad para fosforilar fructosa resultaría más
resistentea la inactivación,o la presenciade fructosaaliviaría la inactivación.

En ningunade las actividadesfosforilantesconafinidad paraglucosao fructosase
consiguióunainactivacióncompletade la capacidaddefosforilación,aunaconcentraciones
de 2 mM. La tasamáximade inactivaciónes de alrededordel 90%.

Cadase determinóla actividada-glucosidasaobtenidaen cadauno de los medios
de cultivo, se observóque, en célulascrecidasen maltosa,la actividaddisminuíacon la
presenciadel Cibacron Blue 30-A. Sin embargo,cadauno de los valoresconseguidos
fueroncercade dos órdenesde magnitud superioresen relacióncon la actividadde los
cultivos en glucosa. Deducimos, por tanto, que la presenciadel colorante no afecta
drásticamenteni los procesosde inducción ni la actividadde la enzima.

En mediosconglucosa,la actividada-glucosidasaaumentabalevementecuandose
incrementabala concentracióndel inactivador.Al compararlos valoresde actividadde esta
enzima a las mayoresconcentracionesde colorante con los obtenidosde cultivos con
etanol, encontramosqueamboseransemejantes.Asumiendoqueen célulascrecidascon
etanol, la actividad maltasaresultantecorrespondecon los niveles basales,se podría
deducirque las célulascon gran parte de la actividadhexoquinasainactivadacrecíanen
estadode desrepresiónincluso en presenciade glucosa.

Asumiendoqueestahipótesisfueraciertayconociendola regulaciónde la actividad
de la a-glucosidasa,en cultivos que contarancomofuentede carbonoglucosay maltosa,
ademásdel inactivador,la actividad maltasaresultantedeberíaser la correspondientea
inducción al estarel inductorcomoparte de las fuentesde carbono.

Cuandorealizamosel experimentoqueconfirmaranuestrahipótesis,medimosunas
actividadesa-glucosidasaen el medio con glucosay maltosay distintasconcentraciones
de Cibacron Blue 3G-A quesólo eranlevementesuperioresa los valoresencontradosen
medioscon glucosae inactivadorsin alcanzarlos nivelesde inducción esperadossi las
célulashubierancrecidoen estadode desrepresión(Fig. 8).

Concluimosque,en cultivos en discontinuo,con célulascreciendoconla actividad
hexoquinasadisminuida,la capacidadde desencadenarlosprocesosde represióncatabólica
permanecenintactos. En Saccharomycescerevisiae, las conclusiones obtenidas de la
literatura indican que la inactivaciónpor xilosa de la actividadhexoquinasasignifica la
incapacidad de la existencia de represión incluso en crecimiento sobre sustratos
fermentables(Fernándezy col., 1984).En cepasdeSaccharomycescerevisiaecondiferente
capacidadfosforilante de hexosascontroladapor el nivel de expresiónde las distintas
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Fig.8. Nivel de actividad«-glucosidasaen relaciónconla concentraciónde CibacronBlue 3G-
A encélulascrecidascondistintasfuentesde carbono.Símbolos:(e) Muestrascultivadasen
glucosa.(u) Muestrascultivadasen mezclasglucosa-maltosa.(O) Células de medioscon
maltosa.

Tabla IX. Actividadesenzimáticascontenidasen célulastratadasconCibacron
procedentesdemedioscondistintasfuentasde carbono1.

fuente CobaeronRius 30-A(mM> Actividad bexoqwioas.con

Blue 3G-A

maltas.
—

Glucosa 0 167±10 179±5.8

0.2 15.4±1.3 15.7±1.8

0.5 ¡2.8*2.1 13.2±2.3

1 13.1±1.7 8.56*5,1

2 7.65±5.2 7.00±0.1

0.14±0.10

0.32±0.05

0.36±0.01

0.36±0.01

0.323±0.01

Etanol 0 73.6*12 79.6*9.3

0.2 11.1*0.3 75.3±10

0.5 8.78±0.1 5.12±2.3

1 5.11*1.3 20.5±10

2 34.3*10 .

2.25±6.15

1.16±0.10

0.29±0.01

0.35±0.01

0.35±0.01

Maltosa 0 111*12 116*13

0.2 16.1±2.8 ¡27±2.3

0.5 2.08±1.1 66.7±0.9

1 9.91±0.4 16.9±1.3

2 8.22±0.5 18.6*1.8

82.5±5.70

83.1±4.20

38.1±5.10

24.1±10.3

52.6*15.3
Actividad determinadaencélulaspermeabilizadas.- actividadno determinada.
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isoenzimaspor dosisgénicao por la preparaciónde híbridosde HK PI y HK PII, sepudo
confirmar queel nivel de represióndependedirectamentede la cantidadde hexoquinasa
(Ma y col., 1986; Ma y col. 1989; Rosey col., 1991).

Nuestrosintentosparareproducirel efectoinactivadorde la actividadhexoquinasa
in vivo en Saccharomycescerevisiae con la intención de confirmar la desrepresión
fisiológica de esta levaduraen estascondicionesfueron infructuosos. Los niveles de
actividadhexoquinasay a-glucosidasamedidosen cultivos conglucosay colorantefueron
los correspondientesa represióny semejantesa los controlessin inactivador(TablaX).
Cuando examinamosla levadura creciendo en presenciade Cibacron Blue 30-A,
comprobamosmicroscópicamentequeel coloranteno teñía la levadura.Creemosquela
accióninactivadorade las hexoquinasaspor partedel CibacronBlue 30-A en célulasde
levaduracreciendodependede la capacidaddel compuestoparapenetraren la célula.

Tabla X. Efecto del Cibacron Blue 3G-A
Saccharomycescerevisiae’.

medio a-glucosidasa

en el control de la represióncatabólicade

hexoquinasa

glucosa25 mM fructosa25 mM

glucosa 4.95

maltosa 546

128 132

187 311

gluc.+Cib. 0.2 mM 4.13

gluc+Cib. 0.5 mM 3.67

gluc+Cib. 1 mM 2.65

gluc+Cib. 2 mM 2.10

170 183

142 188

88

109 144

Actividadesdeterminadasen célulaspermeabilizadasrecogidasen la faseexponencialde crecimiento.

Los diferentesnivelesde actividad a-glucosidasaencontradoscuandola actividad
hexoquinasafue moduladapor CibacronBlue 30-A en Candidautilis, puedenexplicarse
por motivos diferentesde la represióncatabólica.

Ya se han descritoquelos nivelesde actividadde distintasenzimasimplicadasen
el consumode fuentesde carbonodependenfuertementede la actividadmetabólicade las
células.En cultivos en discontinuo,de Saccharomycescerevisiae,controlandola tasade
crecimientopor la adiciónde glucosamina,se observandistintosnivelesde actividadde
enzimassujetasa represióncatabólica,comola invertasa(Mc Goldrich y Wheal, 1989).
Los resultadoscomunicadospor estosautoresno son suficientementeexplícitos, puesla
glucosaminano solo actúa limitando la velocidad de consumo de glucosa,al ser un
competidor de la glucosa en el transporte,sino que tambiénes capazde inhibir las
hexoquinasasde Saccharomycescerevisiae,por lo que el efectoen el nivel de la enzima
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estudiadapor los autorespudieradependerde factoresdiversos.Sin embargo,estudios
realizadosen cultivos continuoscon Saccharomycescerevisiae,dondetodos los factores
ambientalesestáncontrolados,seobservóla transcripcióny actividadde distintasenzimas
glucolíticasdependendel flujo metabólicoa travésde la célula, independientementedel
sustratoutilizado en el crecimiento,glucosao galactosa(Siersktray col., 1992; Siersktra
y col., 1993).

El CibacronBlue 30-A no tiene un efectoespecificosobre las hexoquinasasde
Candida utilis. Se ha descritoque el colorantepuederesultarun inhibidor de aquellas
enzimascon actividaddeshidrogenasa(Puri y Roskoski,1994). Comprobamosin vitro este
efecto con la actividadalcohol deshidrogenasade nuestralevadura.La actividadde esta
enzimaresultainhibidaun 100%cuandola concentracióndel inactivadorde hexoquinasas
excedede 500 4M en la muestra(flg. 9). De todas maneras,no pudimosdemostrarque
estetipo de enzimasestuvieranseveramenteafectadasen las célulasen crecimiento,pues
al determinarla tasa de producciónde CO2 extrarespiratorio;que, en principio sería
equimoleculara la producción de etanol fermentativo, no encontramosdiferencias
sustancialesentre los controlesy las célulastratadascon el inactivador(Fig. lOA).

Cuandodeterminamoslos parámetrosfundamentalesde los crecimientossobre
glucosarealizadoscon diferentescantidadesde Cibacron Blue 30-A, encontramosque
estos descendíana medida que la concentraciónde inactivadoraumentaba(Tabla XI).
Aparentemente,el efecto nocivo sobre el metabolismo del Cibacron Blue 30-A se
manifestabainmediatamentedespuésde la adición del colorante a una suspensiónde
células(Fig. IOB). De formaque estamenoractividadmetabólicaencontradaen lascélulas
intoxicadaspudieradeberseno solo al efecto inactivadordel CibacronBlue 30-A sobre
las hexoquinasasde nuestralevadura,sino,tambiéna otra seriede efectosnegativospara
la célula de difícil cuantificación.

Al preguntamospor qué la actividadde la a-glucosidasano era constanteen las
diferentesconcentracionesde Cibacron Blue 30-A usadas,encontramosuna relación
directaentreactividad metabólicade las células iii situ y nivel de actividad (Fig. 11).
También hallamosunarelacióninversaentrenivel de actividadhexoquinasatotal y a-
glucosidasaen cultivos realizadosen glucosa.Aunque este al analizarambasactividades,
estasresultaronteneruna correlaciónpositiva en cultivos realizadosen maltosay etanol
(Fig. 12). De forma quelo nivelesresidualesde ambasactividades,en cultivoscon maltosa
y etanol,estaríaninfluidas de la misma manerapor la velocidadcon que la levaduraes
capazde consumirel sustrato.

Creemos,por tanto, quela capacidadlimitadaparaconsumirlas fuentesde carbono
incluidas en el medio de cultivo puededeterminartanto el grado de represióncomode
inducción de la a-glucosidasa.De estamanera,no podríahablarsede niveles reprimidos
o inducidosde unaactividadenzimáticaparaunalevaduraen términosestáticos,sinoque
estosestaríanfuertementerelacionadosconla velocidaddel flujo metabólico.

3.3.3. Influencia del paso de fosforiladón en el desencadenamientode la
represióncatabólica.La necesidaddel pasode la fosforilaciónde hexosascomorequisito
paraquelos fenómenosde represióncatabólicaseinicien en Saccharomycescerevisiaeson
conocidosdesdehacetiempo (como revisión ver Gancedo,1992 y Thevelein,1994), de
forma queanálogosde glucosacapacesde ser fosforilables,aunqueno metabolizables,son
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Fig. II. Relaciónentrela actividad«-glucosidasay tasametabólicaen célulascrecidasen
medioscon distintasconcentracionesde CibacronBlue 30-A. A Muestrasprocedentesde
mediosconglucosa.B Muestrasprocedentesde mediosconmaltosa.

TablaXI. Parámetrosde crecimientoenmediosconglucosay distintasconcentracionesde
CibacronBlue 30-A.

parámetro concentracióndeCibacronBlue 30-A

OmM O2mM 0.5mM lmM 2mM

p (h’)

Y (g/g)

0.38±0.03 0.18±0.01 0.15±0.02 0.11±0.02 0.13±0.03

0.45±0.03 0.35±0.02 0.3±0.03 015±0.01 0.21±0.01
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aptosparadesencadenarrepresióncatabólica.Entreestossustratos,podemosmencionarla
glucosamina(Furst y Michels, 1977),5-tio-glucosa(Egilssony col., 1986)y, sobretodo,
2-desoxiglucosa(Zimmermanny Schell, 1977). Los estudiossobre la necesidadde la
fosforilación en otras especiesde levadurason limitados. Conocemosque no todos los
análogosde glucosaen Candidautilis soncapacesde afectarlos mecanismosde consumo
de maltosa(Peinadoy col., 1987a),por inactivacióndel transporte.

En estecapítulo afrontamosla importanciade la fosforilación de hexosasen la
represiónde la a-glucosidasaen nuestralevadura.

Como análogosde glucosaseemplearon2-desoxiglucosay 6-desoxiglucosa.La
capacidaddeser fosforiladospor las hexoquinasasde Candida¡gilís seensayóen extractos
crudos(Tabla XII). Tal como se preveía,solo es fosforilable el análogoque no tiene
alteradala posiciónC-6 (Maitra, 1975). La 6-desoxiglucosano resultasersustratode las
hexoquinasas,incluso a concentracionesde sustratode 100 mM.

Tabla XII. Gradode fosforilación de análogosde glucosaen comparación
por las hexoquinasasde Candidautilis.

% de fosforilación respectoal valor obtenidocon

con la glucosa

Km/Vn,ax’
glucosa

relativo0.1 mM 1 mM 10 mM 100 mM

2-DOG

6-DOG

1.6 23.7 56.3 58.0 20 (?)

O O O O

KmjVrnax relativohacereferenciaa la relación K~Vn,ax00/Vniax~Km,,.donde1 hacereferenciaal valor

obtenido en Km o Vmax con el uso del análogodeterminado.Es un parámetroutilizado para determinarla

facilidad con que un sustratopuedeser fosforilado, tal comosedescribeen Mazény col. (1975).

La 2-DOG es un sustratofosforilable fácilmentepor las HK de Saccharomyces,
mientrasque resultaser un mal sustratopara la GK de esta levadura (Barnard, 1975;
Maitra, 1970). Los resultadosobtenidospor nosotros,se asemejana los valoresque se
podríanesperarsi en Candidautilis encontraramosla misma repuestaparala 2-DOGque
en Saccharomyces.

Sepreinocularoncélulasenpresenciade un sustratorepresor(glucosa)o inductor
(maltosa)quefueronconcentradasy transferidasa medioscompletoscon distintasfuentes
de carbono,con aireaciónforzadaporbombeo.Sesiguió la evoluciónde la densidadóptica
y setomaronmuestrasparala determinaciónde la actividada-glucosidasa.Los resultados
obtenidossemuestranen las Fig. 13A y 13B y en la TablaXIII.

En los experimentoscontrolcon glucosase obtuvieronlos resultadosesperados.La
enzimatestigo de represiónresultóreprimidacuandolas célulasdel ensayoproveníande
glucosay la actividad residual de las célulasque fueron preinoculadasen maltosafue
cercanaala queesperaríamosenel casode quela síntesisde la proteínaactivano tuviera
lugary seiniciaraunadilución de la proteínapreexistenteenel preinóculoporcrecimiento
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Fig. 13. Capacidadde los análogosde glucosaparadesencadenarrepresióncatabólicaen
muestraspreinoculadasen medioscon distintas fuentes de carbono.Determinacióndel
incrementode DO620 en un experimentoa lo largo del tiempo. A Células procedentesde
mediosconmaltosa.B Muestrasprocedentesdemedioscon glucosa.Símbolos:(e) Ensayo
enmedio con glucosay maltosa.(o) Ensayoen unmedio conmaltosa.(u) Ensayoen un medio
conmaltosay 2-desoxiglucosa.(O) Ensayoen un medio conmaltosay 6-desoxiglucosa.Todas
las concentracionesde azúcaresfueronde0.5% (p/v). La líneapunteadaindicala evolución
dela DO de unascélulasdiluidasenagua,dondeaparecela evaporacióndebidaal burbujeo.

TablaXffl. Actividad a-glucosidasaen muestrasde cultivos con distintasfuentesdecarbono.
Medio de pniooculacidn fuentes da caitono del medio

maca.l (trapo Oh) tina! (tiempoS 1)

maltosa g~ucosninaJtcs.

mulfla

m.Jton+2DOG

multos.+6-DOG

779±15 234±5.3

82.8±1.2

15.9±0.5

82.6*1.0

¡Joacos. gIUCOS&44fl1t05A

milton

maftosa+2-DOG

0.12±0.1 0.30±0.9

67.2±2.8

0.30*0.1

12.7±1.2maltos.+6-DOG

‘Muestrastratadascomoen la Fig. 12 A y B.
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celular.La presenciade 2-desoxiglucosaimplicó la incapacidadde creceren la levadura
en todos los experimentos.Al determinarla actividadenzimáticacontenidaen las distintas
muestrasobservamoscomo tambiénera la correspondientea los valoresde represiónen
mediosprecrecidoscon glucosa. Cuando la actividad inicial a-glucosidasaera alta, la
actividadfinal trasla exposicióna la 2-desoxiglucosaera inferior. No seexcluyeprocesos
de inactivacióno proteolisis, como se ha demostradopara el transportede maltosaen
Saccharomycescerevisiae(Peinadoy Loureiro-Dias,1986;Riballo y col., 1995)y Candida
utilis (Peinadoy col., 1987a).

Los experimentoscon 6-desoxiglucosademostraronqueel análogono alterabala
capacidadde crecimientoen Candida utilis sobremezclascon maltosa,siempreque los
mecanismosde consumodel disacáridoestuvieranpreviamenteinducidos.Por lo que se
pudo descartarquelos mecanismosde la seflalde inducciónestuvieranalteradospor la 6-
desoxiglucosa.Sin embargo,no se registróningúncrecimientocuandola biomasainicial
teníareprimidala cx-glucosidasa,al menosduranteel intervalode tiempo del experimento.
Sorprendentemente,la actividadfmal, al concluirel experimentoerasuperiora la esperable
como nivel basal.

Solo existíandosposiblesexplicacionesa estefenómeno:

1. La 6-desoxiglucosaresultaser un represorimperfecto, pues es incapaz de
demostraren efecto apreciablecuandola enzimaanalizadaestápreviamenteinducida.

2. La 6-desoxiglucosano esunamoléculaqueseacapazde desencadenarrepresión
catabólica.

Con el fin de determinarcúal de las dos hipótesis era cierta, hicimos esta
suposición: Asumimos que la inducción de la maquinariaenzimáticaencargadadel
consumode maltosarequiereenergía.En el casoquela levaduraestuvieraen presenciade
la mezclade maltosay 6-desoxiglucosa,la única fuente de carbonoy energíade donde
fueraposibleobtenerestaenergíahastala inducción suficienteseríadel análogo.Debido
a que la 6-desoxiglucosano puedeser metabolizada,la levaduracareceríade energía
suficiente para iniciar el crecimiento sobre maltosa, al menos en tiempos de
experimentaciónrelativamentecortos.

En el casode quenuestrasuposiciónfuera cierta, la adición de una nuevafuente
de energía,cuyo consumoestuvierasujeto a represión,permitiría un procesomásrápido
de inducción, si la explicación2. fuera la correcta.Sin embargo,sólo si el análogofuera
represor,la adiciónde unanuevafuentedecarbonono alteraríalos resultadosconseguidos.

Ensayamosla evolución de la densidadópticay de la actividadct-glucosidasaen
un experimento donde se afladió glicerol como fuente de carbono alternativa.
Comprobamospreviamenteque la presenciade glicerol (2%) y 2-desoxiglucosa(0.2%)
impedíael crecimientoen discontinuode Candida ¡allis, por lo que esperamosque la
capacidadde metabolizarglicerol estuvieratambién sujetaa represióncatabólica.El
glicerol es una fuente de carbonoy energíaequilibrada en términos de la relación
carbono/energíaque aporta,por lo que resultaser un excelentesustratocomo fuentede
energíaen mezclasde fuentesde carbono(Babely MUller, 1985).

Con estascondicionesexperimentalesdeterminamosla capacidadde crecimiento
de la levadurasobreglicerol y maltosa,en presenciade 6-desoxiglucosa.La actividad



Resultadosy discusión 49

especfficafinal conseguidaerasuperiorala obtenidaen ausenciade glicerol (TablaXIV
y Fig. 13C) y la levadurarecuperabala capacidadde crecer.Por lo tanto, concluimosque
la 6-desoxiglucosaes incapazde desencadenarrepresióncatabólica.La explicación del
porquécélulasprecrecidasen estadode represiónfueranincapacesde creceren mezclas
de maltosay análogocuandono existíaningunafuentede carbonoalternativaseencontró
en la insuficienteactividad «-glucosidasapara sustentarel crecimiento sobré maltosa.
Tomandoel valor de proporciónde proteínaen el pesoseco ce la levaduradel 50%, que
el rendimientosobremaltosaestuvieracecanoa 0.5 g/g, y quela posibilidad de asimilar
maltosaresidieraen la velocidadde hidrólisisde maltosa;entonces,la tasade crecimiento
máxima esperadasería de 0.01 Ii’, que en términos experimentalesse asumiríacomo
ausenciade crecimiento.

A] igual que en Saccharomycescerevisiae donde las distintas respuestas
desencadenadaspor sustratosfermentablestienen un origen, en su mayoría, en el
metabolismotempranode los azúcares(Thevelein,1994),en Candida¡¿tUis, la señalpara
desencadenarla represióncatabólicadeberíasituarseen uno de los pasosiniciales del
metabolismodehexosas.

La utilizaciónde 6-desoxiglucosacomosustratoanálogode glucosano fosforizable
y que esincapazde dispararla represiónpuedeser discutida,ya que cabela posibilidad
de quela señalquereconozcala levaduraparainiciar la respuestade represióndespuésde
la adición de glucosano seasemejantea la que se obtendríacon 6-desoxiglucosa.En
concreto,es posibleque el análogono sea transportadocon la efectividadcon que lo es
la glucosay que las cinéticasde transportede ambosazúcaresno seansemejantes.

Hastael momento,sabemosqueesteazúcaresun sustratoparalos transportadores
de glucosaen Sacc/zaromycescerevisiae(Kotyk y col., 1975; Romano, 1982; Bisson y
Fraenkel, 1983, Schuddematy col., 1988) y existe discrepanciasrespectoa cómo el
análogopuedesimular las cinéticasde transportede glucosa.Romano(1982) indica que
el análogoy el sustratometabolizablecompartensemejantesvaloresde Km y Vmax para
el transpone,mientrasque Bissony Fraenkcl(1983)muestranparámetrosde transporte
diferentesparaambossustratos,siendosustratode los sistemasllamadosconstitutivosde
transportede glucosaen célulascrecidasen glucosa.Estosmismosautoresindican, queal
igual queKluyveromycesmarxianus,esteanálogono resultaespecificopara los sistemas
de transportede glucosa,puestambiénessustratoparael sistemainducible de transpone
de galactosa(De Bruijne y col., 1988). Aparentemente,el análogono resultaserun buen
sustrato para los sistemas de transportesde glucosa de Saccharomycescerevisiae
(Weusthuisy col., 1994b).

Las conclusionesbibliográficas previas anuncian la posibilidad de que la 6-
desoxiglucosano sea transportadalo sufientementecomo para iniciar la represión
catabólica.Los datosqueseposeensobrela capacidadparatransportar6-desoxiglucosaen
Candida¡¿tuis sonescasos.Soloseha comunicadoqueesunamoléculasusceptiblede ser
acumuladahastaen un orden de 70 vecesrespectoa la concentraciónexterna(van Urk y
col., 1989)en el interior de la célula,puesnuestralevaduraposeeun sistemade transporte
no revesiblede glucosasi la célulasemantieneenergizada(van den Broeky col., 1995).
Es un sistemade transporteactivo de alta afinidad (Postmay col., 1988; Peinadoy col.,
1989).No sedisponede las característicasde transporteaaltasconcentracionesdelanalogo
que hubieran permitido comparar los parámetrosde transportecorrespondientesa los
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Fig. 13C. Relaciónde la 6-desoxiglucosacon la represióncatabólicaen Candida¡allis.
Experimentosimilar a] mostradoen las Fig. 13A y B, con células crecidasen medioscon
maltosa-6-desoxiglucosa-glicerol.Todas las concentracionesiniciales fueron 0.5% (p/v).
Símbolos:(e) Muestraspreinoculadasen medioscon maltosa.(o) Muestraspreinoculadasen
mediosconmaltosa.

TablaXIV. Actividad «-glucosidasaen célulaspreinoculadasenmedioscondistintasfuentes
de carbonoy crecidasen mediosmaltosa-6-DOG-glicerol’.

mediodepreinoculación actividad«-glucosidasa

inicial (tiempoOh) fmal (tiempo6h)

glucosa

maltosa

0.13±0.1 62.9±3.8

81.6±0.9 82.9±0.7

Muestrastratadascomoen laFig. 13C.
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sistemasde difusión facilitadade nuestralevadura.
Se podría formular una hipótesis donde la señalpara el inicio de la represión

catabólicaen Candida¡¿tuis sesitúeen un pasotan tempranodel metabolismocomo es el
transporte,si se confirmara que la 6-desoxiglucosano entrara al interior celular con
efectividad. Sin embargo, los estudios realizadosen Saccharomycescerevisiae no
demuestranque el transporteestéimplicado en la cadenade la represióncatabólica.Más
bien al contrario,endicha levadura,la capacidadparatransportarglucosapareceestarbajo
el control de la represióncatabólica,puesto que el componentede alta afinidad del
transportees reprimiblepor altasconcentracionesde glucosa(Bissony Fraenkel,1983b;
Bissony col., 1987,Bisson, 1988). Por lo quepuedepresumirsequeel pasode transporte
de glucosano seael desencadenantede la represióncatabólica.

En cualquiercaso, pareceincuestionableque, para la existenciade la represión
catabólica,esprecisola fosforilacióndel sustratoquedesencadenala represión.La relación
de las reaccionesfinalesde la glucolisissepuedendescartar,puestoquela 2-desoxiglucosa
al entraren la glucolisisprovocaen descensode los nivelesde ATP libres.Estees uno de
los dos mecanismosque causanla toxicidad del análogo(Gancedoy Serrano,1989).El
nucleótido queda entrampado en forma de 2-desoxiglucosa-6-P,de forma que se
imposibilitan las reaccionessubsiguientesque requiereATP. De estamanera,segúnlas
conclusionesque sepuedenextraerde la exposiciónde los resultadosde estecapitulo, la
relaciónde las hexoquinasasen el control de represióncatabólicano se puededescartar.
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3.4. ¿Tienenlas hexoquinasasde Candidautilis el mismo papel en el control de
represión catabólica que el atribuido para estasenzimasen Suecharomyeeserrevisiae?

Como sumariode las conclusionesexpuestasen los 3 apanadosanteriorespodemos
desarrollar una tabla con las similitudes y diferencias encontradasel comparar las
actividadesparala fosforilación de hexosasen Saccharomycescerevisiaey Candida¡¿tuis
desdeel punto de vista cinético, de regulaciónpor metabolitos,por fasede crecimientoy
fuentede carbono(TablaXV).

Tabla XV. Comparación de la regulación fisiológica de las hexoquinasas de
Saccharomycescerevisiaey Candida¡¿tUis. Influenciaenel controlderepresióncatabólica.

Saccharomyces estado Candida

cerevúiae fisiológico ¡¿tUis

F/G total’ F/G tota]

fasede cultivo en glucosa exponencial

estacionario

1.2-1.6 represién 1.12

0.6-0.7 desrepresión 1.0’

fuentede carbono hexosas

oxidable

1.2-1.6 represiÓn 1.1-ls?

0.6-0.7 desrepresión l.0-O.8~

efectoresfisiológicos

Saccharomyces Candida3

inhibición por xilosa

inactivaciónpor xilosa

inhibición por ADP

inhibición por AMP

utilización de ATP libre de Mg’~

inhibición por trehalosa-6-P

+~

~6 +

+

~8 +

Datosde Fernándezy col., (1985); Maitra (1975); Barnard(1975). 2 Datos deEspinel (1991). Estetrabajo.

Datosde Fernándezy col. (1985). DatosdeFernándezy col. (1985) y Fernándezy col. (1986). Datosde

Maitra (1975), Dombeky Ingram(1988).Woolfitt, y col. (1988) y Altertbumy col. (1989). Datosde Moreno
8y col. (1986). Datosde Blázquezy col. (1993).

Lasdiferenciassonsustanciales,fundamentalmenteen los estudiosde la regulación
fisiológica de las hexoquinasas.Se ha comprobadoque no existe necesariamentealta
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actividadhexoquinasaen aquellascélulasque crecenen estadode represiónen Candida
¡allis, siendoeste dato contrario al encontradoin vivo en la levadurapatrón de estos
estudios.

De igual manerano hemospodidodemostrarquereducidosnivelesde fosforilación
impliquen la desrepresión,al estudiar el estado de represión en células creciendo
artificialmente con la mayor partede la actividad hexoquinasainactivada.Aunque los
niveles residualesde actividad fosforilantede hexosasse relacionainversamentecon el
nivel de actividad a-glucosidasaen cultivos sobre glucosa,sin embargoesta relación
resultapositiva cuandolos cultivos se realizaronsobre fuentesde carbonono represoras
(Diagrama1).

Sacc/iaron~ycas cara y/alas

J~ idiosa j4~

mpmsión desroprosión
Candida uf//ls

Cibacron ~

repmsión mpresión

De esta manera no parecedirecta la relación entre actividad catalítica de
fosforilacióny nivel de represión,aunqueen otraslevadurasseha demostradola relación
que tienenlas hexoquinasasen el control de represióny, en algunocasos,seha propuesto
la importancia de la cantidadde enzimay velocidad de fosforilación en el control de
represión(Ma y col., 1986; Ma y col. 1989; Rosey col., 1991).

De todasmaneras,no podemosdistinguirla existenciade otrasfuncionescontenidas
en la hexoquinasas,ademásde la meramentefosforilante de hexosas,por la cual estas
enzimaspudierancontrolarel nivel de represión.Distintosautoressugierenestaposibilidad
en las enzimasde .Saccharomycescerevisiae.

Entiany Frblich (1984) aislaronel mutantede Saccharomycescerevisiaehexir que
conteníala actividadcatalíticahexoquinasaaunquehabíaperdidola capacidadde represión
catabólica.Los autorespropusieronqueen la enzimaHK PH estabancontenidasdostipos
de actividad:unacatalítica,implicadaen la glucolisis, y otra reguladoracon funciónen el
control de represión.Finalmente,estegrupo no pudo averiguardónderesidefísicamente
esta función. Cómointervienela proteínaen la represiónmedianteestahipotéticanueva
funciónha sidodiscutidopordiferentesautores.Ya sehacomunicadoquelas hexoquinasas
puedenactuarcomo fosfotransferasasen determinadascondicionesintercambiandolos
residuosfosfatosentreel parATP-ADP (Maitra, 1975>,aunqueestapropiedadno parece
tenerrelacióncon la represióncatabólica.Además,la isoenzimaPII es subceptiblede ser
fosforiladascomomecanismode inactivaciónde la xilosa (Fernándezy col., 1986b).Más
adelante,se descubrióqueesta proteínacontieneuna actividad autofosforilante¿vi vitro
(Fernándezy col., 1988)y tambiénpuedeserfosfoi-iladaporquinasasdesconocidasin vivo



Resultadosy discusión 53

enun procesoaparentementeinhibido por proteinquinasasdependientesde AMPc (Vojtek
y Fraenke], 1990).

Seha discutido la relevanciade los procesosde fosforilación comoel mecanismo
por el cual las hexoquinasascontrolan la represióncatabólicay es independientede la
fosforilación inducidapor xilosa (Vojtek y Fraenkel,1990). Aunqueseencuentraque el
mayor grado de fosforilación de la hexoquinasaPH in vivo correspondea los estadosde
desrepresión,este fenómenono esexclusivo de estaisoenzima.Tambiénla hexoquinasa
PI y la proteínamutantepresuntamenteinactiva hxk2-l sonfosforilables.Sin embargola
OK no parecesufrir estosprocesosde fosforilación(Vojtek y Fraenkel,1990). Cuandose
analizóla relaciónde gradode fosforilaciónde la proteínay represión,no se encontróuna
relacióndirecta,aunquesí existíacuandosecomparóla velocidadde fosforilación con la
aparicióndel sistemade altaafinidad de transportedc glucosa.Por otro lado, pareceque
un residuo fundamentalpara la fosforilación es la Ser-lS, contenidaen el extremoN-
terminal de la proteína(Kriegel y col., 1994). Ma y Botsein(1989) encontraronqueesta
porción de la proteínaeraprescindibleparala existenciade represióncatabólica.Además
la proteínafosforilada no cambia los parémetroscinéticos de fosforilación de hexosas
cuandose les comparócon la proteínadesfosforilada(Vojtek y Fraenkel,1990).

De estamanera,no seha creídoque la autofosforilacióno la forma fosforiladade
la hexoquinasaPH esténimplicadasen el control de fosforilación. Sin embargo,se ha
comunicadoque la hexoquinasaPII puedeactuar, a su vez, como unaprotein quinasa
(Herreroy col., 1989). Los autoressugierenque esteseríael mecanismopor el cual las
hexoquinasaspuedenejercerel control de los circuitos de represión.La capacidadde
fosforilar histonaessuperioren la proteínade célulascrecidasen altasconcentracionesde
glucosaquea bajasconcentracionesde ella. La isoenzimacontenidaen el mutantecon
actividad fosforilantehexoquinasaPU, pero incapazde controlar la represióncatabólica,
no manifiestaestaactividadproteinquinasa,lo quesustentaríala ideasobreel mecanismo
de control expuestopor Herreroy col. (1989).

Nosotrosno encontramosdiferenciasquenospermitierandistinguirdesdeun punto
de vistabioquímicolas isoenzimasde Candida¡¿tUis en represión(faseexponencialsobre
glucosa)y en desrepresión(fase estacionariade cultivos con glucosa); tanto por las
concentracionesde tampóna lascualeseluian de las columnascromatográficas,comopor
sumovilidadrelativaelectroforéticaen condicionesnativas(Espinel,1991).Herreroy col.
(1989), Vojtek y Fraenkel(1990) y Kriegel y col. (1994) comunicaronque la movilidad
electroforéticade las isoenzimasdesnaturalizadasno cambiabaen función de su nivel de
fosforilación.En cualquiercaso,las condicionesexperimentalesutilizadaspor los autores
imponían la desnaturalizaciónde la muestra. Nosotros tampoco hemos encontrado
diferencias respectoa la movilidad de las enzimas contenidasen Candida ¡¿tuis en
electroforesiscon muestrasconteniendolas isoenzimasactivas extraídasen estadosde
represióny desrepresión(faseestacionariade crecimientosen glucosa)(Espinel, 1991).

Por todo lo anteriormenteexpuesto,aunqueno esperamosque un alto nivel de
actividadcatalíticade las hexoquinasasde Candida ¡¿tUis estéimplicado en el control de
represión,no excluimos que éste se ejerzapor otro tipo de actividad contenidaen las
protínas. La localización de esta presuntaactividad se toma complejaal carecerde
suficientesherramientasde estudiosmolecularesen Candida¡¿tuis duranteel tiempo de
experimentación.
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3 5. Aislamiento y caracterización de inutantes de Candida utills con fallos en el
control de represión catabólica.

3.5.1. Aislamiento de mutantes desreprimidos. Utilizamos dos tipos de técnicas:

una que no requirió un proceso mutagénicoprevio y otra donde las células fueron
seleccionadasdespuésde un tratamientomutagénicoaleatoriocon un agentealquilante,
segúnlo expuestoen el apanado... de Material y métodos.

3.5.1.1. Selección con EMS. Conseguimos74 cepas de presuntosmutantes
resistentesa la presenciade 2-desoxiglucosa.Ninguno de ellos presentóunaactividad
cualitativamentemás alta que la cepa parental cuandofueron crecidasen medios con
glucosani cundolo hicieronen mezclasglucosa-maltosa.Ademásningunade las cepas
seleccionadasreprodujola capacidadde resistir la 2-desoxiglucosadespuésde 2 semanas
de trabajo.

3.5.1.2. Seleccióndemutantesespontáneos.Utilizamosel métododeZimmermann
y Schell (1977), con 2-desoxiglucosacomo agente para la selección de mutantes
desreprimidos.A partir de cultivos en la fase exponencialde crecimientosobreglucosa
(según lo expuesto en Material y Métodos), seleccionamos21 cepas presúntamente
defectuosasen el control de represióncatabólica.Al examinarla actividada-glucosidasa,
sólo tres fueron seleccionadaspara su estudioposterior, puesdespuésde 2 semanasde
trabajo,la rotuladacomoaislamiento18 perdióla capacidadde crecersobreel análogode
glucosay los nivelesde actividadde la enzimacontrolfueronsemejantesala cepaparental
(TablaXVI).

Tabla XVI. Resultadosiniciales del aislamiento y selección
Candida ¡allis.

de cepasdesreprimidasde

aisladon0 crecimientoen medioscon’: actividada-glucosidasa
2.con.

en medios

glucosa fmctosa maltosa glucosa maltosa glucosa-
maltosa

9

9

+ + + rápida rápida rápida

+ + + rápida rápida rápida

+ + + rápida rápida rápida

3092 + + + lenta rápida lenta

El signopositivo indica crecimientorápido en los mediosseñalados.
2 Determinaciónde laactividadrealizadaentérminoscualitativos.Seobservóel tiemponecesarioparadesarrollar

color amarillo en muestrasobtenidasde los mediosseñalados,segúnel apartadodeMateria] y Métodos..

.

La escasaproporción de mutantesresistentesal análogotóxico con un fenotipo
presuntivamentedesreprimido,es común en levadura. La aparición de mutanteso
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actividadesque implican resitenciaa la 2-desoxiglucosaes frecuenteen las levaduras
(Herediay Heredia, 1988).

Los trabajosiniciales de caracterizaciónde los aislamientosse efectuaroncon los
marcadoscon los números1, 2 y 9. Cadauno de ellosconservaronla capacidadde crecer
en los cultivos de mantenimientode mutantesdurantelas etapasiniciales de estudio.Las
cepasaisladasfueron denominadasSDM, tomandolas iniciales de las palabrasinglesas
SpontaneousDerepressedMutant, seguidodel númerode aislamiento.

3.5.2. Estudiodel alcancedela desrepresiónen los mutantesdesreprimidosen
cultivos en discontinuo.Fue precisodeterminarqué circuitospara el consumode otras
fuentesde carbonodistintasahexosasestabanafectadasen las cepasaisladas.Lasenzimas
estudiadasfueron, basicamente,los circuitos iniciales del consumode otros azúcares:a-
glucosidasa,invertasa,transporteactivo de glucosa,ademásde la actividadhexoquinasa.

En otraslevaduraslosestudioslas posiblesvíasafectadaspor la represiónsonmás
amplias(Serranoy Gancedo,1989;Gancedo,1992;Trumbly, 1992,Entiany Barnett,1992;
Thevelein, 1994), incluyendo las vías gluconeogénicas,de los ácidos tricarboxílicos,
enzimasdelciclo del glioxilato y amilasas.No fuenecesariotal amplituden el estudio,por
diversosmotivos:

Candida ¡¿tuis no muestrarepresióndel metabolismorespiratorio,pues,incluso a
altasconcentracionesde glucosa,la mayorpartedel azúcares oxidado y es una levadura
Crabtreenegativa.Por otro lado, seha descrito,que la represióncatabólicano afectaal
consumosimultáneode determinadasfuentesgluconeogénicas,como etanol, y glucosa
(Vraná y col., 1989; Weusthuisy col., 1994a).

Informacionespreviasindicabanquetrasun crecimientosobreetanol,la capacidad
paraconsumirglucosaestabamuy disminuidapor la bajaactividadde la piruvatoquinasa,
unade las enzimasquecatalizanunareacciónirreversibleenla glucolisis (Gancedoy col,
1967). Nosotros comprobamos,sin embargo,(ver apanado3.6.2.3. y 3.6.2.4.) que la
capacidadde la levaduraparaconsumirglucosano esdependientede la fuentede carbono
de crecimiento,seagluconeogénicao no. Tambiénsehan descritoel nivel de actividadde
distintasenzimasimplicadasen diferentesvías, cuandolas célulashan sido crecidasen
continuo, sobredistintasfuentesde carbonoy nitrógeno(Bruinenbergy col., 1983a).Los
autorescomunicanqueenzimascomo la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa(iniciadoradel
ciclo de las pentosa), la fructosa-1 ,6-bifosfatasa(enzima gluconeogénica),la alcohol
deshidrogenasa,o la isocitratodeshidrogenasadependientedeNAD (delciclo de los ácidos
tricarboxílicos) presentannivelesconstantesde actividad a unamismatasa de dilución,
independientementede la fuentede carbono.Otras,al contrario,dependende la fuentede
carbono,comola fructosa-6-fosfatoquinasa(coincidiendoconlas observacionesdescritas
en Gancedoy Serrano(1989)), la acetaldehidodeshidrogenasay la parejade enzimas
situadasen los pasosiniciales del metabolismode xilosa: la xiosareductasay la xilitol
deshidrogenasa(Bruinenbergy col., 1983a).

No estudiamosla posiblerepresiónde las enzimasdel ciclo del glioxilato, puesto
que se ha descrito que adquieren relevancia cuando en levadurasproductoras de
aminoácidos y derivados del Ciclo de Krebs, donde la existencia de reacciones
anapleróticasson importantescomo relleno de los intermediariosno utilizados para la
respiración(Gancedoy Serrano,1989).Por otro lado, el mecanismode represiónde las
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enzimasenvueltasen esteciclo parecequeescapaalos circuitosgeneralesde represiónde
las víasde consumode azúcaresdistintosa glucosa(Gancedo,1992),queson losqueesta
Tesis tiene propuestoestudiar.Por otro lado, existentrabajosrecientesque indicaríanque
el complejoenzimáticode esteciclo no estaríacompletoen Candida¿allis (Sokolovy col.,
1996).

Finalmente,nuestralevaduraes incapazde crecersobre almidón (Barnett y col.,
1990; Linardi y col., 1993),por lo que carecede sentidocualquierestudioen el tema.

3.5.2.1. a<-glucosidasa. Efectuamos los estudios preliminares cuantitativos de
actividada-glucosidasacuandolos aislamientosfueroncrecidossobredistintasfuentesde
carbono(TablaXVII).

Tabla XVII. Actividad a-glucosidasadeterminadaen cultivos discontinuos
fuentesde carbono’.

cepa fasede crecimiento medio con:

glucosa maltosa

con distintas

acetato

SDM-l exponencial

estacionaria

93±3.5 91±2.7 73±1.9

67±2.5 65±1.8 54±2.9

SDM-2 exponencial

estacionaria

81±3.8 87±4.7 79±2.1

53±1.1 84±3.5 55±2.2

SDM-9 exponencial

estacionaria

83±4.0 89±8.1 80±1.2

58±2.2 60±3.7 57±8.0

3092 exponencial

estacionaria

0.1±0.05 89±9.1 3.6±0.5

9.6±0.7 57±8.1 3.4±2.1

Valoresdeterminadosen mediosYPD. Los valoresmedidosen el mediomineralK nodiferieronsustancialmente
de los referidosen estatabla.

Al compararlos resultadosen los crecimientossobremaltosa,comprobamosque
todas las cepasconteníansemejanteactividad máxima. Los mecanismosde inducción
parecíanestaralteradosenlas cepasmutantes,puesobtuvimosen mediossin inductorunos
niveles de actividad semejantea los que previamentese encontraroncon maltosa.Los
resultadosmássorprendentesseencontraronal analizarlos valoresde actividadde células
crecidasen glucosa.La actividad encontradafue del mismo orden de magnitud queen
presenciadel inductorde la actividaden la cepaparental.

Todosestosdatosnos premitierondeterminarque todaslas cepasseleccionadas
presentabanunaactividada-glucosidasacompletamentedesregulada.Nosolo loscontroles
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de represiónhablansidoevitadosen los mutantes,sinoque tambiéncarecíande regulación
en los procesosde inducción,de forma quela expresiónenzimáticapareceserconstitutiva.

De esta manera,para obteneraltos niveles de actividad a-glucosidasaen los
mutantesno resultaríanecesariola adición de maltosa

3.5.2.2.Invertasa.Los resultadosobtenidosserepresentanen la TablaXVIII. Tal
comosepodíaesperarpor el métodode aislamiento,la actividadinvertasaexternaen los
mutanteses mayoren crecimientossobre glucosaque la encontradaen el control con la
cepaparental.Las células solo podríancrecera partir de la única fuente asimilablede
carbono,la rafinosa.Estetrisacáridosolopuedesersustratode la invertasa(Barnett,1981),
aunqueconbaja afinidad.Es precisoaltosnivelesde enzimaparaprocurarun crecimiento
efectivosobre esteazúcar.Esto puedeexplicar por qué la utilización de estemétodode
selecciónde mutantesconduceal aislamientode cepasafectadasen el controlde represión
de la invertasa(Zimmermanny Schell, 1977), independientementede que el método
imponeen Saccharomycescerevisiaeel aislamientodecepasdefectuosasen la fosforilación
por las hexoquinasasy de la relación en el control de represiónde la invertasapor las
hexoquinasas.

Tabla XVIII. Actividad invertasa determinada en cultivos discontinuos con distintas
fuentes de carbono’.

cepa fase de crecimiento medio con:

glucosa maltosa acetato

SDM-l exponencial 15.4±2.5 35.2±5.1 55.3±3.7

estacionaria 18.4±3.1 56.7±6.6 35.8±2.1

SDM-2 exponencial 15.3±1.9 38.8±10.1 54.2±4.9

estacionaria 25.5±5.1 40.3±8.0 36.4±2.3

SDM-9 exponencial 14.6±2.0 25.3±2.1 55.3±5.3

estacionaria 27.7±5.0 35.6±3.4 29.2±1.7

3092 exponencial 8.3±0.9 24.3±0.9 57.8±5.1

estacionaria 11.7±1.4 22.3±3.2 17.2±1.1

ValoresdeterminadosenmediosYPD. Los valoresmedidosenel mediomineralK nodiferieron sustancialmente
de los referidosen estatabla.

Al compararlos niveles obtenidosen crecimientossobre una fuente de carbono
represora(glucosa)con los registradosenmediosconacetatoy sacarosa,comprobamosque
la represiónde la actividaden los mutantesno escompleta.

3.5.2.3. Transporte activo de glucosa. Candida ¡¿tuis poseeun sistema de alta
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afinidad,semejantepor su afinidada los encontradosen otras levaduras(van Urk y col.,
1989). Estees un sistemade transporteactivo (Postmay col., 1988; Peinadoy col.; 1989;
van den Broek y col., 1995), dondela estequiometríadel transportees 1:1 (Htglucosa),
(Peinado y col., 1989). Los sistemasde trasnporteactivo estánampliamenteextendidos
entrelas levaduras,seandentrodel géneroCandida (Spencer-Martinsy van Uden, 1985)
o, en general,en todaslas levaduras(Loureiro-Dias, 1988).

El sistemade alta afinidad en Candida ¡¿tuis resultaser reprimible por glucosa
(Peinadoy col., 1989)y el nivel de actividadde estesistemafue estudiadoen los mutantes
despuésde sercrecidosen glucosay en etanol(TablaXIX).

Tabla XIX. Actividad del transporte activo de glucosa
parental. Determinación en cultivos discontinuos1.

cepa fase de crecimiento

en las cepasdesreprimidasy en la

medio con:

glucosa etanol

SDM-l exponencial

estacionaria

0.17±0.02 0.23±0.01

0.06±0.01 -

SDM-2 exponencial

estacionaria

0±0 0.38±0.02

0.21±0.02 -

SDM-9 exponencial

estacionaria

0±0 0.36±0.02

0.16±0.01 -

3092 exponencial

estacionaria

0±0 0.24±0.01

0.07±0.03 -

Valoresdeterminadosen medio K. - no determinado.

Como esperábamos,no fue posibledeterminarpH-métricamenteningunaactividad
en la cepasalvajeen crecimientossobreglucosa.Los mismosresultadosfueronobtenidos
en los ensayoscon las cepasmutantesSDM-2 y SDM-9.

Sin embargo,se obtuvieronseñalesde basificaciónen cultivos sobreglucosacon
el mutanteSDM-1. El nivel de actividad,en estascondiciones,no alcanzólos valoresque
obtuvimosen ensayoscon la cepaparentalen ausenciade represión.Dedujimos que la
actividad de este sistema de transportetambiénestabaparcialmentedesreprimidoen
Candida ¡¿tuis SDM-l.

De acuerdoa los resultadosexpuestos,concluimosquelos sistemasde represión
afectadosno coincidíanen las cepasmutantes,en estudiosin vitro.
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3.5.3. Estudio de las características de crecimiento en discontinuo de los
mutantesdesreprimidos.Despuésde confirmar que la desrepresiónde los mutantes
abarcabaa los sistemasde consumode otras fuentesde carbono,afrontamosel estudiode
los parámetrosde crecimientodelos mutantesen cultivosen discontinuo,utilizándosepara
ello diversossistemasde cultivo y distintasfuentesde carbono.

3.5.3.1.Crecimientosen matrazy micropocillo. Empleamosfuentesde carbono
represoras(glucosay fructosa),disacáridos(maltosay sacarosa)y gluconeogénicas(etanol,
acetatoy glicerol). Los mediosde cultivo utilizadosfueron tanto complejos(YPD) como
sintéticos(medioK). Los resultadosse expresanen la TablaXX.

Tabla XX. Tasas de crecimientodeterminadasen cultivos complejosy sintéticoscon
distintasfuentesde carbono.

medio cepas

glucosa(medioK)

glucosa(medioYPD)

fructosa(medioX)

fructosa(medio YPD)

manosa(medio K)

manosa(medio YPD)

maltosa(medio K)

maltosa(medioYPD)

sacarosa(medio K)

sacarosa(medio YE!?))

etanol(medio K)

etanol(medio YPD)

acetato(medio XC)

acetato(medio YPD)

glicerol (medioXC)

glicerol (medioYPD)

Laconcentraciónde las fuentesde carbonofue del 0.5% (plv). no determinado

3092

0.41±0.03

0.28±0.02

0.41±0.01

0.27±0.01

0.40±0.02

0.29±0.01

0.29±0.01

0.25±0.02

0.39±0.02

0.29±0.02

0.32±0.02

0.29±0,01

0.32±0.03

0.26±0,01

0.31±0.03

0.30±0.04

SDM-2

0.36±0.01

0.25±0.01

0.35±0.01

0.24±0.01

0.35±0.02

0.25±0.02

0.26±0.01

0.25±0.01

0.35±0.02

0.27±0.02

0.30±0.02

0.28±0.01

0.30±0.02

0.25±0.03

SDM-l

0.38±0.01

0.27±0.02

0.39±0.02

0.27±0.01

0.41±0.01

0.28±0.01

0.27±0.03

0.26±0.01

0.39±0.01

0.27±0.03

0.30±0.01

0.29±0.02

0.31±0.03

0.25±0.02

0.33±0.02

0.32±0.02

SDM-9

0.37±0.01

0.28±0.01

0.37±0.02

0.27±0.01

0.36±0.01

0.26±0.02

0.27±0.01

0.26±0.01

0.34±0.03

0.28±0.01

0.31±0.01

0.27±0.02

0.29±0.03

0.26±0.03

Los resultadoscontenidosen la el apanado3.5.2 indicabanqueel mutanteSDM-l
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presentabadefectosmásamplios que los otros mutantesaislados.Por ello, decidimos
estudiarlomásextensamentecon la utilizaciónde cultivos en placasmicropocillo (Tabla
XXI).

Tabla XXI. Influencia del oxígeno en la tasa de crecimiento en placas micropocillo.
Comparaciónentre las cinéticasde crecimientode la cepaparentaly SDM-l’.

medio 3092 SDM-l

limitación de sin limitación limitación de sin limitación
02 deO2 ~2 deO2

glucosa 0.17 0.27 0.10 0.23

0.16 0.27 0.09 0.24

0.15 0.28 0.11 0.23

0.09 0.20 0.02 0.16

0.16 0.26 0.10 0.22

0.12 0.23 0.06 0.18

0.06 0.19 0.04 0.20

0.02 0.19 0.04 0.20

0.06 0.20 0.04 0.20

Los métodosde inculacióny determinacióndcl crecimientode labiomasaseindicaenMaterial y métodos.La
variabilidadde los par~xnetrosdeterminadosno excedióen ningúncasode 0.01 h”.

Sorprendentemente,encontramosque uno de los parámetrosestudiados,la fasede
latencia,presentabagrandesvariacionescuandolas comparábamoscon la cepaparental.
Se han descrito distintasmutacionesqueacarreanun aumentode la fase de latenciasin
afectaral crecimientoexponencialequilibradode los mutantes.

En general, puede deducirseque los mutantespresentanunas constantesde
crecimiento levementemás bajasque la cepaparental,en cadauna de las condiciones
utilizadas.Sehandescritosmutantesque presentangravesdefectosen los estudiosde las
característicasde crecimiento sobre distintas fuentes de carbono. La razón de estos
crecimientosdefectuososson tan abundantescomoextensaslas mutacionesdescritasen
estascepas.Sin embargo,aunquelas cepasde Candidautulis desreprimidasparecenque
tienendesreguladagran partede los sistemasde toma y consumode distintasfuentesde
carbono, estos erroresen el control de represiónno se transíadanen problemasserios
respectoa la capacidadde crecimiento.

fructosa

manosa

maltosa

sacarosa

rafinosa

celobiosa

xilosa

etanol
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Hg. 14. Cinéticade crecimientode SDM-1 en medioXC con glucosatras un múmerodistinto de preincubaciones
sin la presenciade 2-DOC,determinadoen incubador-lectorde placasde micropocillos. Símbolos:(.) Curva de
crecimientodecélulasno preinoculadasenmedioK sin 2-DOC.(o)Muestraspreinoculadasunavezsin el tóxico.
(O) Muestraspreinoculadasdosvecesen medio sin 2-DOC.

Algunos autoreshan indicadoque son mutacionesqueafectana los controlesde
transferenciade la llamadaseflalde glucosa(Thevelein,1994). Por ejemplo, el mutante
bypl (alélico a CIFí, SSTl, GLC6 y TPSl), comunicado por el grupo del Prof.
Zimmermann (Breitenbach-Schmitty col., 1984) en crecimientossobre glucosa. Sin
embargo,con las reservasquecorrespondenal utilizar unaespeciede levaduradistinta a
Saccharomycescerevisiaey donde no ha sido posible hastaahoratrabajosen biología
molecular,creemosqueno esestenuestrocaso.Hemoscomprobadoquela fasede latencia
se puedereducir tras variospreinóculossobrela fuentede carbonodondeseefectúael
crecimiento.Creemosqueesun efectotóxico debidoa la acumulaciónde 2-desoxiglucosa,
presenteen los medios de mantenimiento (flg. 14 y Tabla XXII), como se puede
comprobarcon los resultadosdel apanado3.5.3.2y 3.6.2.

Los estudiosmásexhaustivosrealizadoscon el mutante5DM- 1 utilizando placas
con micropocillos, con distintas técnicasdondela disponibilidad de oxígeno variaba,
encontramosque, en generalla ~± determinadaera menorque la calculadapara la cepa
3092. Ademáscuandoutilizamos fuentesde carbonocuyo consumoes necesariamente
oxidativo en Candido¡¿tuis, observamosun posibledefectoaparentementeno relacionado
con la deficientecapacidadde controlarla represiónen el mutanteSDM-1. Estosresultados
nos hicieron sospecharque el mutantefuera defectuososen la generaciónde poder
reductor.Trabajospreviosen Candida ¡¿tuis no detectarongeneraciónde poderreductor
a travás de la enzimamélicadependientede NADP o de actividadestranshidrogenasa
(Bruinenberg y col., 1983a). En cultivos sobre fuentes glucoliticasno se ha detectado
tampocoactividad acetaldehídodeshidrogenasadependientede NADP, descartandola
posibilidadde regeneraciónde NADPH por descarboxilacióndel piruvatoen presenciade
oxígeno(Bruinenbergy col., 1983a).Las únicas opcionespara la regeneracióndel poder
reductorson el ciclo de las pentosasy el ciclo de Krebs, en crecimientosdondela fuente
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de nitrógeno es el amonio, como sucedeen el medio K (Bruinenberg y col., 1983a;
Bruinenbergy col., 1983b).

TablaXXII. Cálculo de los parámetrosde crecimientoen el mutanteSDM-l. Estimación
del efectode la 2-desoxiglucosa’.

parámetro n0 de preinoculacionesen medio K sin 2-DOG

0 1 2ómás

w~ (h’)
A (DO600 final)

L (h)

0.23 0.23 0.23

1.09 1.09 1.11

17.8 15.9 4.1

Valorescalculadosde acuerdoa la ecuaciónlogisticade crecimiento,expresadade estamanera:

A
4 (3.3)

(—4 —fl±2)
he A

DondeA serefiere al valor de la asintotade la representaciónhiperbólicadel crecimientolii X/X0 frente
a t, asumidacomobiomasafinal; L es la fasede latencia(Zwietering y col., 1990).Los incrementosdebiomasa
se determinaronpor medidasde densidadóptica en un lector-incubadorde placasde multipocillos.

Pararesolvernuestrasospechade que otro de los factoresfisiológicosafectadosen
el mutanteSDM-l fuera la capacidadparagenerarpoderreductor,hicimos unoscultivos
en limitación de oxigeno en discontinuo(Fig. 15). La P

02 se determinómedianteuna
sondapolarográficay semantuvoduranteel tiempodelexperimentopor debajode 1%. No
creemosquealcanzáramosla anaerobiosisextricta, puesya seha descritoque,con casi la
única excepciónde Saccharomycescerevisiae,ningunalevaduraes capazde creceren
anaerobiosisextricta(Visser y col., 1990).

Comprobamosque las tasasde crecimientoy rendimientoen biomasay etanol
encontradosen el mutantefueronsemejantesal controlcon la cepaparental.El Y~

01(1.5-
1.3 mol etanol/molglucosa)resultótanaltoo másquelos consignadosparaSaccharomyces
cerevisiae.Esteresultadoessimilar al previamentepublicado (Vissery col., 1990; Visser,
1995). El rendimientofinal de biomasase reduceconsiderablementeen ambascepas,en
comparaciónal encontradoen condicionessin limitación de oxIgeno(0.06-0.07g/g). A su
vez, la tasade consumode glucosaaumentabaespectacularmenterespectoa los estudios
en presenciade oxigeno.Los valoresobtenidosseacercana 19-18 mmoll(g-h), similares
a las máximas tasas de consumo que se pueden encontrar en la bibliografía en
experimentosde pulso en cultivo continuo(van Urk y col., 1988).Estosresultadosvalidan
las observacionesanterioresqueadjudicabana Candida ¡¿tUis unarespuestapositiva en el
efecto Pasteur,definido como la inhibición del consumode glucosapor la presenciade
oxigeno(Gancedoy Serrano,1989).

Cuandocalculamoslos balancesde carbonoparaambascepas,determinamosunas
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Fig. 15. Cultivos discontinuosde las cepas3092 y SDM-l en limitación de oxígenocon
glucosacomofuentede carbono.Símbolos:(u) Biomasaen DO~0. (e) Glucosaen gil(o)
Concentracióndeetanol(g/l). (A) Concentraciónde glicerol(g/l).

TablaXXIII.

cepa

Estequiomerrfadeldestinode la glucosaen cultivos en limitación de oxígeno.

destinode 1 mol de glucosa

biomasa(g) etanol(mol) glicerol ác. acético % destino

(mol) (mol) determinado
3092

SDM-l

12.34 1.54 0.13 0 92.8

13.03 1.34 0.13 0.01 83.1
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proporcionessemejantesen los destinosde los átomosde carbonode la glucosa.Es de
resaltarque no encontramoscantidadesapreciablesde ácido succínico (que puedeser
determinadoen fermentacionesde Saccharomyces)(TablaXXIII).

Por otro lado,los datosofrecidosconel análisisde las pruebasde crecimientosobre
distintossustratos,realizadosegúnloscriteriosde identificaciónsistemática(Barnetty col.,
1990),anojaronconclusionesconvalor fisiológico (TablaXXIV). La cepaSDM-l y 3092
resultaronser indistinguiblesde acuerdoa los resultadosde la identificación(la identidad
comocepasCandida¡¿tUis seresolviócon unaprobabilidadp=l). Esto significabaqueno
pudimosencontrarvariacionessignificativasrespectoal consumode una ampliavariadad
de fuentesde carbonoy nitrógenoentreambascepas,en condicionesde fermentación(que
se asumieroncomoen limitación de oxígeno)como en condicionesque posibilitaron la
respiraciónde los sustratos.Tampocodetectamosfenómenosde auxotrofía,puestoqueel
mutanteSDM-1 es capazde creceren mediossin vitaminas.Esto sugirió que no existía
ningún defecto accesorioen el el mutanteque residieraen la capacidadde metabolizar
distintossustratosque ya no hubiéramosdescritoen los análisis preliminares.

Cuando nos preguntamospor el tipo de metabolismocon que las levaduras
consumenlos sustratos,realizamospruebasde consumode oxígenoy producciónde CO2
medianteel métodode Warburg (TablaXXV).

TablaXXV. Ensayosde intercambiode gasesduranteel consumode distintasfuentesde
carbonoen la cepaparentaly mutanteSDM- 1 por el métodode Warburg directo.

cepa glucosa etanol

mm0,/gh mmCO2/gh C.R. mmO2/gh mmCO2/gb C.R.

3092

SDM-l

10.5±0.5 11.5±0.4 1.09 5.92±0.2 1.67±0.6 0.28

10.6±0.6 11.4±0.5 1.07 5.06±0.3 1.08±0.5 0.35

C.R. Calculadocomola relaciónentreel CO2 total producido y el 02 consumido.

El mutante,al igual que la cepaparental,mantieneun metabolismorespiratorio
duranteel consumode fuentesglucolíticas,determinadomediantela relaciónCR. Además
esteensayoconfirmaque la velocidadconqueseconsumenestossustratosesmuy similar
en ambascepas.De todasmaneras,la tasade consumode glucosa,calculadala sextaparte
de la tasade consumode glucosa,resultaser muy inferior a la calculadapor nosotros.A
pesarde todo,estaesclaramentesuperiora la consignadapor otrosautores(Pácay Grégr,
1979; ). El CR determinadoen los ensayoscon etanoles muy inferior al teórico, puesto
que la oxidación completade cadamol del sustratoprecisael consumode 3 moles de 02
y la producciónde 2 molesde CO2 (CR 0.66). Esteesun fenómenofrecuente.Ya se ha
comunicadoque es frecuentequeCandida¡¿tuis no oxide completamenteel etanol del
medio, acumulándosemetabolitosintermediarioscomoacético,indetectablesmediantela
técnicade Warburg (Pácay Grégr, 1979).
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Tabla XXIV. Pruebas para la
identificaciónsistemáticade las cepasde
Candida ¡¿tuis IGC 3092 y SDM-1.

cepastipo: CBS 567, 621,839, 840, 841, 842,890.
1517, 1600,4511,4885,4886 y 5609.
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3.5.3.2. Cultivos en fermentador.Realizamosuna serie de crecimientos en
fermentadorcon unavariedadde fuentesde carbonoy utilizando el medioYPD y K. Los
resultadosse muestranen las Tabla XXVI y Fig. 16.

Al igual que ha sido comentadoen el apanadoanterior, las constantesde tasade
crecimientoson levementemenoresque los controlescon la cepaparental.Es de destacar
que con estatécnica,se evitabala fase de latenciadesmesuradadetectadaen cultivos en
matraz. Este dato contribuyea apoyarel dato anterior de un efecto tóxico por la 2-
desoxiglucosa,quepuedeser eliminado cuandolos parámetrosfísicos de cultivo están
controlados(especialmentela cantidadde oxigenodisuelto).

3.5.3.3.Desrepresiónenmezclasmaltosa-glucosa.Los análisisde las áctividades
enzimáticasestudiadasanteriormente,apuntabana la capacidadteórica para consumir
simultáneamenteotras fuentesde carbonoademásde la glucosaporpartede los mutantes.

3.5.3.3.1.Cultivosdiscontinuosenmatraz.Realizamoscultivosendiscontinuocon
los 3 mutantesobtenidosparael examende la existenciade unadesrepresiónreal de los
mutantesen mezclasde fuentesde carbono.Paraque la maltosapuedaser metabolizada
conjuntamentecon la glucosaes necesariono sólo altos niveles de a-glucosidasa,sino
tambiénuna suficienteactividadtransportadorade la maltosa.El transportede maltosaen
Candida urilis estásujeto a unafuerte regulación:es inducible por maltosay reprimible
e inactivablepor glucosa(Peinadoy col., 1987a).De estamanera,si el pasodel transporte
estuviera seriamentedisminuido por la presenciade glucosa, no se observadaun
crecimientosustentadosobre glucosay maltosacuandolos mutantesfueran crecidosen
ambasfuentesde carbono.

Hemosde destacarquelas cepasSDM-2 y SDM-9 mostraronduranteel primerafio
de ensayoresultadosvariablesrespectoa la capacidadparaconsumirsimultáneamentedos
fuentesde carbono.Finalmente,perdieronlos carácteresde desrepresióncon que fueron
aislados.Por ello, todos los análisis contenidosen este capítulo y en los siguientesse
refierenúnicamentea la cepaSDM-1.

Se han descrito los umbrales mínimos de glucosa que impiden el consumo
simultáneode ambosazúcaresen la cepaparentalde Candidautilis (Peinadoy col., 1987a;
Peinadoy col., 1987b).Estesesitúaen tomo a0.01%(p/v). Tomandoen cuentaestedato,
examinamosel crecimientode los mutantesen mezclasdondela concentracióninicial de
glucosafuera 10 vecesy 40 veces superioresal umbral de inhibición del consumode
maltosa(0.1%y 0.4% (p/v), respectivamente).La concentracióntotal de fuentede carbono
se situé en 0.5% (plv). Los datos obtenidosse enfrentaroncon el control de la cepa
parental3092 (Fig. 17).

Los datos de los cultivos de la cepaparentalse correspondena lo previsto: las
primeras fasesde cultivo se sustentabansobre la glucosa.Duranteeste crecimientoy
debidoa lascondicionesexperimentales,seproducíancantidadessignificativasde etanol.
Una vez que la concentraciónde glucosacaíapor debajo de la mínima que impide el
crecimientosobremaltosa,eraposibleel crecimientosobreel disacárido.

Es significativo los sucesosocurridos durantela transición entre el consumode
glucosay el crecimientosobre maltosa.La concentraciónde etanollibre en el medio de
cultivo descendióhastaser menorque 1 mM. Posteriormente,la concentraciónde etano]
se mantuvo baja en el medio de cultivo duranteel crecimientoen maltosa. Nuestra
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flg. 17. Cultivos discontinuosconmezclasde azúcares.Demostracióndela desrepresiónde
SDM-1 in vivo.A Muestrade crecimientode la cepaparentalen un medioconglucosa(0.1)-
maltosa(0.4). B Muestrade un crecimientode la cepaSDM-1 en un medioglucosa(0.1>-
maltosa (0.4). C SDM-1 en un medio con glucosa (0.4)-maltosa (0.1). Todas las
concetracionesde azúcaresdadasen % (p/v). Símbolos: (U) Biomasa. (e) Glucosa. (o)
Maltosa.(O) En unalíneapunteadaetanolproducido.
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levadurapresentael llamadoefecto Kluyver en la utilización de maltosa:es incapazde
asimilar la maltosapor metabolismofermentativo(K]uyver y Custer, 1940). No es un
efectoespecíficoparaesteazúcarpuestoque tambiénresultaser Kluyver positiva con la
trehalosa,la celobiosay la melezitosa,segúnlos criterios utilizadosen la clasificación
sistemáticade la levadura(Bametty col., 1990; ver TablaXXIV). Las razonesde este
efecto han sido buscadasdurantemucho tiempo. Nuestralevaduraposeela maquinaria
enzimáticasuficienteparael consumofermentativode la maltosa,aunquepareceque la
capacidadparatransportarel disacáridoestáimpedidaen limitación de oxígeno. Secreyó
queel efectoeradebidoa unaaccióndirectadel oxígenosobrelos transportadores(Barnett
y Sims, 1982; Sims y col., 1984; Schulz y Hbfer, 1986; Ht3fer y Nassar,1987). Otras
explicacionesindicabanqueel efectose debía,también, a unaregulaciónde la piruvato
descarboxilasa(Sinis y Barnett, 1991; Sims y col., 1991; Barnett, 1992). Sin embargo,
recientementeseha descritoqueCandida¡iritis esincapazde asimilarmaltosaen presencia
de cantidadessuperioresa 1 mM de etanol, incluso en presenciade oxigeno,seanestas
producidaspor la actividad metabólicao suministradasal medio exógenamente.Así se
especularíaque el etanol tuviera un papel en la regulacióndel consumo de maltosa
fermentativo similar a una retroinhibición por producto (Weusthuis y col., 1994a;
Weusthuisy col., 1994c). No se ha determinadola razón bioquímica o molecular
subyaciente,aunqueno pareceserésteel mecanismoquegenerael efectoK]uyver en todas
las levaduras(Kalitemay col., 1995).

Los datos obtenidosen el intervalo de tiempo entreel consumode glucosay el
crecimiento sobre maltosa se ajustanal modelo del efectodirecto del etanol sobre el
consumode maltosa.

La célula pareceregular la capacidadde producir etanol duranteel crecimiento
sobremaltosa,aunque,como sedeterminédurantela fase de crecimientosobreglucosa,
la cantidadde oxigenodisueltono debiósersuficienteparaun metabolismocompletamente
oxidativo sobreel azúcar,segúnlas evidenciasexperimentalesprocedentesdel consumo
de glucosa.El hechoesque la tasade producciónde etanolresultésermayoren la última
fase del crecimiento en glucosaque en los primeros instantesdel crecimiento,lo que
indicabaquela participacióndel metabolismofermentativoaumentabacuandola densidad
de la población erasuficientementegrande,ajustándosea la predicciénde la producción
de etanolen levadurasCrabtreenegativacomoCandida¿al/lsen condicionesde carencia
de oxígeno(van Dijken y Scheffers,1986; Castrillo y Ugalde, 1993). Pudimosobservar,
a su vez, que, aunqueCandida¡iritis esuna levaduranétanienteoxidativa, unapequeña
proporciónde sumetabolismose derivaa la producciónde etanol(ver Fig. 18), deacuerdo
a la clasificación de Gancedo y Serrano(1989). Por lo tanto, la cantidad de etanol
producidodependerádela velocidadconquelos sustratosseanconsumidos.En la segunda
fasedecrecimiento,realizadasobremaltosa,estaconsideraciónadquiereconsistencia,pues
pudimoshallar una reducidausa de consumodel disacárido(en estascondiciones,la
maltosa desapareceen tomo a 1.32 mmol maltosa/(gh),mientrasque la glucosaera
consumidacon una usa de 4.89 mmol glucosa/(g~h)).La usade consumode maltosa
calculadaen esta segundafase de crecimiento, resultaser más pequeñaque la que
determinamospreviamenteen la fase exponencialde crecimientossobre maltosacomo
única fuentede carbono(1.79 mmol maltosal(gh)).En la razónpor la cual esteconsumo
eslento,probablementeintervienenlos factoresambientalesrestrictivosparael crecimiento
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Fig. 19. Consumosimultáneodeglucosay etanolcomocaracterLsúcade la especieCandida
urilis. A Representacióndela cepaparental.B Representaciónde la cepaSDM-1. Símbolos:
(e) Biomasa.(e).Glucosa.(O) Etanol.Lasconcetracionesinicialesfueronde glucosa0.4%
(p/v) y etanol0.1% (p/v).
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que sonhabitualesen los últimos estadosdel crecimientoen discontinuo(bajopH, escaso
oxígenodisuelto,etc.).

Los resultadoscon la cepaSDM-l fueron repetitivosen las dos condicionesde
ensayo.Estacepafue capazde asimilarambosazúcaresque conteníael medio de cultivo
de forma simultánea,incluso cuando la concentraciónde glucosaexcedía40 veces la
mínima que imposibilitabael consumode maltosaen la cepaparental(flg. 17B y Sg.
17C).

Cuandoanalizamosla evoluciénde la producciónde etanolasociadaal crecimiento
en el ¡nutante SDM-1 encontramosfenómenosque lo distinguía de la cepaparental.
Aunque de acuerdoa las hipótesisrecientesque relacionanla imposibilidadde consumir
maltosa en presenciade cantidadessignificativas de etanol, en la cepa 5DM-1 la
concentraciónde esteproductode deshechopermanecíamuy bajamientrasexistiámaltosa
en el medio.Solo en el casode que trasel consumode maltosaexistieraglucosaresidual
que permitieraun crecimientoposteriorde la levadura,se pudo observarun aumentode
la tasaespecíficade la producciónde etanol.

Cuandocomparamoslas tasasde producciónde etanolen la cepaparentaly en el
mutante,descubrimosquea lasconcentracionesde biomasaque implicabanel disparode
la producciónde etanolen la cepaparental,la cantidadde etanolencontradaen cultivos
con mutanteseran semejantesa las del un consumonetamenteoxidativo. Esto sucedíaa
pesarde que la tasade consumode las fuentesde carbonoeransemejantespara las dos
cepas(... y ... mmol equivalentesde glucosal(gh),respectivamente-utilizamosestaunidad,
pues la levadurasostieneel crecimientosobre glucosay maltosa,de la cual obtieneel
monómero-). Aparentemente,el mutanteera capaz de regular la producción de etanol
debajo de 1 mM cuando las cantidadesde maltosa residual en el medio resultaban
medibles.Sepodría inferir queel metabolismode maltosay glucosapermaneceoxidativo
en la cepa SDM-l aunque las densidadesde población en los matracesfueran lo
suficientementealtascomoparaquela participacióndelmetabolismofermentativoapartir
del consumode glucosafuera apreciable(Sg. 18B). Inclusoen experimentosconglucosa
como única fuente de carbonoen el mutante, se pudo observarun incrementode la
producciónespecíficade etanol cuandola biomasaalcanzóunaconcentraciónsuficiente
(Sg. 1SB), a pesar de que de acuerdo a la capacidadde consumir glucosa y etanol
simultáneamenteen Candida ¡iritis, el producto de fermentación empiece a ser
metabolizadoantesde que la glucosaseacompletamenteconsumida.En ninguno de los
experimentospudimosdetectarcantidadesmediblesde otros productosde fermentación.

Los datosobtenidosen el mutantesugeríanque estacepaeracapazde adecuarel
metabolismode glucosade tal maneraquepermitierael consumode maltosa,limitandola
producciónde etanol. Cuandonos preguntamossi la regulacióndel efectoKluyver en la
cepa mutantepudieraser distinta a la de la cepa parental,realizamoslos siguientes
expenmentos:

‘ Confirmamosque Candida¡iritis escapazde asimilarsimultáneamenteglucosa
y etanol.De estamanera,tal comocomunicaronVranáy col. (1989) y Weusthuisy col.
(1994a),la presenciade etanol no impide el consumode fuentesglucolíticasal darsela
presenciade la maquinariaenzimáticaglucoliticasuficienteparaasimilarglucosa(Fig. 19).

> Cuandoestudiamosel efectoinhibitorio deletanolsobreel consumode maltosa
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Sg.20. Consumopreferencialde etanolenmezclaetanol-maltosa.Crecimientosrealizadosen
fermentadorcon saturaciónde oxígeno.A Cepaparental.B CepaSDM-1. Símbolos:(u)
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Sg. 21. Efecto tóxico del etanolde fermentaciónen el consumode maltosapor células
desenergizadasprocedentesdecultivos con glucosa.A Consumodeglucosa.B Consumode
maltosa.C Consumode mezclamaltosa-glucosa.Símbolos:(e) Glucosa.(O) Maltosa. (O)

Etano]. La concentraciónde cé]u]asfue de 3% (pesohúmedo/ir>.La cepa3092 no asimna
maltosaen ensayossimilaresal mostradoen la fig. B.
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en el mutante,observamosque tambiénen nuestraslevaduras,parentaly mutante,no se
producíael consumode maltosahastaque la concentraciónde etanoleramenorde 1 mM
(Fig. 20). De esta manera concluimosque la diana donde el etanol imposibilitara el
consumode maltosaen Candida ¡iritis debía situarseen algún punto del metabolismo
especificode la maltosa.

> Se obtuvieron células desenergizadasde SDM-l procedentesde la fase
exponencialde medioscon glucosa.Seobservóqueerancapacesde consumirglucosay
maltosaindependientemente,cuandola concentracióninicial erade 30 mM, durantecortos
intervalos de tiempo. Sin embargo,no se determinéla capacidadde consumirglucosay
maltosaen un tampón con una mezclade azúcares.Se observóque la maltosano era
consumidapuestoque las concentracionesde etanolen el tampónrápidamentesuperaron
el unibral de concentraciónde 1 mM (Fig. 21). Con este abordaje experimental,
eliminamosla posibilidadde unaincapacidadde las célulasdesenergizadasparaconsumir
maltosapor alguno de los mecanismosdesencadenadospor la glucosaconocidos,bien
inactivacióndel transporte,bien represióndeltransporteo de la hidrolasa.La inactivacién
de los transportadoresrequiereal menos30 mm paraeliminar el 50% de la actividad
original (Peinadoy col., 1987a) y no es esperablela desapariciónde la a-glucosidasa
preexistenteen estascélulas sin capacidadde crecimiento,al menosen el tiempo de
experimentación.

Tampocoseobservóun consumode ambasfuentesde carbonoen experimentos
con el mutanteSDM-1, donde la cantidad de oxígeno disuelto estabalimitada por la
agitación en ]a cubetade] fermentador(Fig. 22), tras la acumulaciónde etanol¡al como
esperaríael modelodesarrolladoporel grupode Delft (Weusthuisy col., 1994a;Weusthuis
y col., 1994c).

5. ~SQ~ooooo—e o
e

o
4.

o
N •. 3

o . —
o
:
E . O

a

4— 0

0 5 20 ±t U

Ohepo CO

Sg.22.Cinéticasde consumode glucosay maitosaenfermentador.Efectodelaproduccióndeetanolpor la toma
de glucosa.Las condicionesfueron de limitación de oxígeno(flujo de aireación0.1 vvm, agitación 100 rpm).
Símbolos:(U) Biomasa.(.) Glucosa(g/l). (o) Maltosa(g/l). (O) etanol
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Aunqueno hallanospodidosabercómo,existeun mecanismoen las célulasquese
encuentrancreciendoen un medio completo, cuandola cantidadde oxígeno inicia] es
suficienteparaun consumorespiro-fermentativo,que modula el metabolismode glucosa
en cultivos con mezclasde glucosa-maltosa,de tal manera,quehaceposibleel consumo
del disacáridopor la cepadesreprimidaporacumulaciónde etanol.

Cuando analizamos las constantescinéticas y energéticas del crecimiento
determinadascon los experimentosde consumo simultánaeode glucosa y maltosa
descubrimosque el consumo simultáneosobre dos fuentes de carbono no implicaba
necesariamenteuna mejorarespetoa lasconstantesconseguidascuandoel crecimientose
efectuabasobreuna únicafuentede carbono(Tabla XXVII).

Tabla XXVII. Parámetrosdel crecimientoen discontinuoen medioK condistintasfuentes
de carbono.Comparaciónentrelos valoresde la cepa3092 y la cepaSDM-l.

glucosa0.5% maltosa0.5% glucosa0.1% glucosa0.4%
maltosa0.4%’ maltosa0.4%’

3092

ji

Y (g/g)

q (mmoll(gh)

0.41±0.03 0.29±0.01 0.43±0.02

(0.21±0.02)

0.39±0.04

(0.20±0.01)
84.74±2.3 163.2±3.50 87.93±1.7

(161.7±2.7)
79.4±2.6
(150±1.9)

4.89±0.52 1.78±0.03 4.89±0.01

(1.32±0.15)

4.91±0.02

(1.33±0.04)

SDM-1

Y (g/g)

q (mmoll(gh)

0.38±0.01 0.27±0.03 0.35±0.01 0.39±0.01

85.95±3.8 172.0±10.2 2

4.43±0.24 1.60±0.22 22

Los datosde la cepa3092 enneparéntesisindican los valoresobservadosen la segundafasedecrecimiento

sobremaltosa.Los que se calcularonen la primera fase del crecimientosobreglucosaaparecensin serincluidos
2entreparéntesis. Los valoressecalcularoncomoequivalentesdehexosas,puestoqueel crecimientose efectué

simulUneamentesobreglucosay maltosa.

En general, el mutante crecía consumiendolas fuentes de carbonoa menor
velocidadqueel parentalcuandoel sustratoquesustentabael crecimientoera único. El
consumosimultáneode maltosay glucosano mejorabael rendimientofinal en biomasa,
cuandosecomparéestevalor conel conseguidoen la cepaparental,independientemente
de la proporcióninicial entrelos dos azúcares.Sin embargo,la biomasafinal podía ser
obtenidamás rápidamenteen el mutanteque en la cepaparental.La razonesde este
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fenómenopuedenresidir en:

“ La cepaparentalcompartimentalizasu crecimiento sobre los azúcaresen el
tiempo. Entre el consumode glucosay el de maltosa,se puededeterminaruna brevefase
de ralentizacióndel crecimiento,mientrasqueel mutantecarecede estafase.Esteperíodo
de adaptaciónde la cepaparentalempleadoparainiciar el consumode maltosa,significa
un retardoen el tiemponecesarioparaque las frentesde carbonodesaparezcandel matraz.

fr La última fasedel crecimientoen la cepaparentalse realizó en maltosa.Ya
hemoscomentadoque los factoresambientalespuedenafectar la tasa de consumoy de
crecimientoenlas fasestardíasdelcrecimiento.En nuestraespeciedelevaduraserequiere,
paraqueel consumode maltosaseaóptimo,unacantidadde oxigenodisuelto elevada,que
creemosno se puedegarantizaren estafase.

Al analizar la tasa de consumo de ambos azúcarespor la cepa mutante,
comprobamosque tanto la maltosa como la glucosaeran consumidassin ninguna
preferencia,siemprequela concentraciónresidualde maltosafuerasuficientementegrande
comoparaque las célulasfuerancapacesde consumirlaa gran velocidad(Fig. 23).

Existenmodelosqueson capacesde explicarel consumode unamezclade fuentes
de carbono. Sin embargo,la mayor parte de ellos requierenun abordajematemático
extremadamentecomplicado,a vecesutilizan abordajesconescasasignificaciónbiológica
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Hg.23.RepresentaciÓnenescalasemilogarítinicadel consumode lamezclade azdcares,apartir de los resultados
de las ng. liB y ]7C. A Interpretaciónde los resultadosdela fig. 17B. il Interpretaciónde los resultadosde la
fig. liC. Símboloscomoen la Fig. 17.

y no siempreexplicanadecuadamentelascinéticasobservadas(comorevisión,verNielsen
y Villadsen, 1992). Con el fin de estudiarel comportamientocinético del consumode
ambossustratos,elaboramosel siguienteabordaje:
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La levadurasosteníael crecimientoa partir del consumode ambosazúcares.De
estamanera,la tasade crecimientoji, se puedeexplicarde estamanera:

Donde~a«es la tasade crecimientofraccionalsustentadapor la glucosadel medio
con la mezclade azúcares.Al determinarque la w~ era semejanteal valor de ~¼(es
decir,la ¡a decrecimientoscon glucosacomoúnicafuentede carbono),resultaevidenteque
en un consumosimultáneode fuentesde carbono,Ma < ¡.~<.

El modelode Monodpuederelacionarla tasadecrecimientoconel sustratoresidual
y velocidadde consumode sustrato,segúnla expresión:

P~rnax~S

Ks~S

DondeKs esla afinidadporel sustratoy la p.,,.~ esla tasade consumoquesepuede
observarcuandola tasade consumode sustratoesla máximaposible(q~,j. La expresión
resultaútil para identificar el motivo del hechoexperimentalqueocasionaque ¡su c ¡a<;
y simultáneamenteque y>~ ~ O y <MM. Los parámetrosqueno son fijos en Jaecuación3.5
son Ks y n....<. Por lo tanto, parecerazonableque en la afinidad y/o en la tasaa la quese
consumael sustratopudieraresidir la explicacióndel fenómeno.

Conel propósitode modelizarel crecimientoen las mezclasglucosa-maltosahemos
desarrolladouna expresiónde estamanera.El crecimientoexponencialse ajusta a esta
expresión:

g —q0Y0.s-q~Y~ (3.6)

Donde q0 y q~ resultanser las tasasde consumode cadauno de los azúcares,
glucosay maltosa,respectivamente.Los rendimientosque obtuvimosen los crecimientos
sobrecadauna de las fuentesde carbonopor separado,arrojaron valores semejantes.De
esta forma, podemosasumirqueY0 y ~M son iguales. Así la ecuaciónse simplifica a la
expresión:

It (3.7)
q~ +q)4

Y

La tasade consumode cadauno de los azúcaresse asumequepuedemodelizarse
en forma de unacinéticade saturaciónen función del sustratoadicionadoal medio.Así
parael casodel consumode glucosa:

= q0»,~G (3.8)

Ks.Go
De la mismaforma,el consumode maltosa,se asumecomounacinéticasegúnel

modelo de Monod:

(3.9)
M

A su vez, el rendimientoY se describecomo:
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(3.10) Y= (X—X0

)

(S0 -S)

Podemosdespejarla tasasde consumode sustrato,por tanto, como:
%».~G q~»~M It

a + - (X-X0) (3.11)Ks+GKsM+M
(Sm ST)

Donde
5T0 es la cantidad de azúcar total inicial en el experimentoy 5T’ la

concentraciónde azúcartotal residual,como sumade la cantidadde glucosa(O) y de
maltosa(M).Y el crecimientode la biomasase ajustaa la ecuación:

x=x+ It(Sn..ST

)

O ~ + ~ (3.12)
IúG+G ~<~MA~

Así podemosrelacionarel crecimientode la biomasacon las afinidadespara el
consumode ambasfuentesde carbonoy de las tasasmáximasde consumo.

‘ La afinidad por el sustratoesdistinta en cultivos con mezclasde fuentesde
carbonoy en cultivos con una única fuente de carbono.Con el fin de estudiarla
afinidad del mutanteen cultivos con mezclasde sustratospodemosdespejarel valor de
afinidad para el consumode glucosa(L

0) y de afinidad para el consumode maltosa
(KsM), en función de los valoresde consumoqom~ y q>~m.,< Se puedefijar los valoresde
qomny o><,,~ teóricos,si seasumequeson semejantesalos deducidosen los crecimientos
con maltosao glucosacomofuentesúnicas de carbono.Estaaproximaciónes posiblesi
se consideraque la capacidadmáxima para consumir una fuente de carbonoes un
parámetroespecificode cepay de las condicionesfísicasen las queel microorganismoes
crecido,con independenciade la presenciade otras fuentesde carbonoalternativas.Los
valoresde ji introducidosen el ajusteson las tasasde crecimientoinstantáneoparacada
una de las fasesde cultivo (TablaXXVIII).

TablaXXVIII. Afinidades parael consumode distintos sustratoscalculadasen cultivos
discontinuosen la cepaSDM-l’.

glucosa maltosa glucosa0.1%- glucosa0.4%-
0.5% 0.5% maltosa0.4% maltosa0.1%

Ks 1(5 KSM

1.68±0.33 13.2±1.8 3.80±0.88 15.2±2.43 2.83±0.85 13.9±1.97

ValoresdeICs dadosen mM. Se asumeque los valoresde ql», paracadauno de los azúcareses semejantea
la calculadaen cultivos con fuentesde carbonopuras.

Al determinarlas Ks, seobtuvieronresultadossorprendentes.La Ks de la maltosa
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resultéestaren el rangode concentraciónde maltosasimilara la calculadaen cultivos con
maltosapum. Estopuedeexplicarlas pendientesde consumode mahesamostradasen las
Fig. 23. Sólo cuandola cantidadde maltosaresidual alta, la cinética de consumodel
disacáridoes paralelaa la formación de biomasa.Sin embargo,cuandola coikentración
de maltosaen el matrazfue menorde 1 gIl, la levaduraeraincapazde mantenerla tasade
consumoque mostrabaen las fasesiniciales del crecimiento.

Sin embargo,la Ks de la glucosaresultosuperiora la calculadaen cultivos puros
de glucosaen matraz.Así con la hipótesisqueconsiderainvariableslas tasasmáximasde
consumode un azúcar,seobtieneque la afinidadmodulableesla de la glucosa.

fr La q,~ para un azúcar determinadoesdependientede la existenciade otras
fuentesde carbonoen el medio.En estecaso,la afinidad por cadaunade los azúcares
seríaconstante.Esta hipótesisasumiríaqueel metabolismode una fuente de carbono
alternativaperturbarala capacidaddel microorganismopara consumiruna fuente de
carbono.

Los valoresobtenidossepresentanen la siguienteTablaXXIX.

Tabla XXIX. Tasasde consumode distintossustratoscalculadasen cultivos discontinuos
en la cepaSDM-l’.

glucosa maltosa glucosa0.1%- glucosa0.4%-
0.5% 0.5% maltosa0.4% maltosa0.1%

qD.SXO qlflflM qmuo qinaxM

4.89±0.52 1.78±0.03 1.33±0.09 1.67±0.15 4.42±0.30 1.31±0.15

Valores dadosen mmol sustrato/(glx).Se asumeque los valoresde Ks en los crecimientoscon mezclasde

fuentesde carbonoson semejantesa las obtenidasen cultivos con azúcarespuros.

Denuevo,podemosmodelizarun comportamientode la levaduradondeel consumo
de maltosano estaríaafectadoseriamentepor la presenciade distintascantidadesde
glucosa. Sin embargo, la capacidad para consumir glucosa sí dependería de la
concentraciónexternadel azúcaren el medio.

b Tanto la afinidad por los sustratos,como la velocidada la que estosse
consumense efectanen cultivos con mezclasde fuentesde carbono.En estecaso,el
ajustematemáticoimponela estimacióndecuatroparámetros.Los resultadosobtenidospor
los métodosde regresiónno lineal, no fueron aceptables.Se puedencalcular distintas
solucionesacadauno de los parámetrosaestimarconsemejantecorrelación.Sinembargo,
la mayor partede estassolucionesno tienen un significadofisiológico. Así no pudimos
determinarsi existenalteracionessimultáneamenteenla afinidady la constatede consumo
máximode los azúcares.

De estamanera,podemosexplicarel consumode dos fuentesde carbonocondos
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abordajescuyassolucionestienenimplicacionesfisiológicas,quetratamosacontinuación.
Paraello esprecisoconsiderarla secuenciadel circuito del consumode azúcares,donde
el sustratoprimeroes transportadoy luegometabolizado,podemosencontrarla causamás
probablequeocasionaraque la afinidad por glucosadependierade la presenciade otras
fuentesde carbono.

Así la variabilidadde la Ks~ tendríasustanciacióna partir de algunosresultados
obtenidosde estudioscon Saccharomycescerevisiaecrecidaen discontinuo,donde se
comprobóquela capacidadtotal paratransportarglucosa,al examinartanto la Vmax como
la Km aparentes,podríaestarcondicionadapor factoresambientaleso concentraciónde
nutrientes(Serranoy De la Fuente,1974;Walshy col., 1994a;Gon~alvesy Loureiro-Dias,
1994). Otro estudio indicaba la aparenteregulacióndel transportede alta afinidad de
Saccharomycescerevisiaecuandola cepascervecerasy delaboratoriode estalevaduraeran
crecidasen la presenciade distintas cantidadesde maltosa (Ernandesy col., 1992).
Diferentestrabajosconcluyeronqueel transportede glucosatambiénen Candida utilis
pudieraestarreguladoen función de la concentraciónde glucosaen el medio en cultivo
continuo(Postmay col., 1988; Peinadoy col., 1989) o en ensayosiii vitro (Barnetty Sims,
1976).

A su vez, es posible explicar el cambio aparentede la capacidadmáxima de
consumode azúcares.El metabolismode la glucosay de la maltosadifieren en los pasos
del transportey de la hidrólisis necesariadel disacárido.Por lo tanto, se podría situarel
motivo fisiológico en dos niveles distintos, transportee hidrólisis o en el metabolismo
posterior. La suma de ambosfactores resultaráen la Usa glucolítica efectiva de los
azúcares.La tasa de crecimiento está directamenterelacionadacon la velocidad del
metabolismo,de cuya magnitud da idea la tasade consumode las fuentes de carbono.
Podemosexpresarestarelación de estamanera:

ItItmax( glucOILflS ) (3.13)
~ucolfrismáxima

Estaexpresiónseríacierta si seconsideraraque, paracualquierconcentraciónde
sustrato,la levadurapuedeconvertirlos azúcaresen biomasaconunaefectividadconstante.
Esta efectividad sería similar a Y. Esto es lo que sucede en nuestros resultados
experimentales,puesno hemosencontradodiferenciassustancialesen los Y con los
distintos azúcares,fueranúnicaso en mezclas,a pesarde que las tasasde consumoeran
variables en función de los sustratos.Además,se ha descrito que el rendimientoen
crecimientossobre fuentes glucoliticases aproximadamenteconstantea lo largo de la
mayor partede las tasasde crecimientoen Candida ¡allis (Schwartzkoffy Rogers,1982;
Postmay col., 1988; Peinadoy col., 1989).Sin embargo,si considerásemosla ecuación
3.13 para Saccharomycescerevisiae,deberíamosintroducir un factor de correción que
estuvieraen funciónde la concentraciónde sustrato.EstalevaduraesCrabtreepositiva,es
decir, cuando la concentraciónde azúcareses suficientementealta, el metabolismo
preferentees el fermentativo,lo quepuedeocasionarcambiosen la relaciónde la cantidad
de sustratoquese ha de consumirparaque se forme ciertacantidadde biomasa.

Distintos autores indican que la capacidadpara consumir un sustrato está
fuertementerelacionadacomo la velocidadcon que estesustrato,maltosao glucosa,es
transportadodentro de la célula,al menosen el casode Saccharomycescerevisiae(como
revisionesver van Uden, 1967; Lagunasy col., 1982; Osingay col., 1988; Osingay col.,
1989;Gancedoy Serrano,1989; Weusthuisy col., 1994b).Se podríaesperarquela adición
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de otra fuentede carbono,ademásde la glucosa,aumentarala M observadaen cultivos con
glucosacomofuenteúnica, puestoque la maltosay la glucosano compartenlos mismos
sistemasde entradaen la célula. Es decir, seesperaríaun efecto aditivo en los cultivos
mixtos, dondela ¡s fuerala sumade las tasasde crecimientode la levadurasobrecadauna
de las fuentesde carbono.Al contrario,el valorobservadode ¡s en los cultivosconmezclas
de fuentesde carbonono esmuy distinto de la tasade crecimientoencontradaen cultivos
con glucosa.De estamanera,podemosconjeturarquelas etapasde transportetienenpoco
efectoen las capacidadesmáximasdeconsumode sustratocambiantes.Más bien, podemos
presuponerqueen amboscasosse ha llegadoa una saturacióndel flujo metabólico.Esta
conjeturaviene avaladapor los resultadosencontradosen la bibliografía.Con la técnica
del cultivo continuo seha determinadoque el flujo establede hexosasen cultivos con
glucosasesitúaen Lomo a 5 mmol/gt (Postmay col., 1988; Peinadoy col., 1989), siendo
superioresalas de consumode maltosa.Podíamosdeducirquela tasamáximade consumo
de hexosaspodría encontrarseen los cultivos con glucosa.Nuestros resultadosen la
determinaciónde las tasasde consumode glucosaen cultivos discontinuosse acercana
estavalor máximo.Por lo tanto,pudieramospresumirquela tasade glucolisisen cultivos
conglucosacomoúnicafuentedecarbonoestañancercanosala saturaciónde la glucolisis.
En crecimientoscon la mezcladeazúcares,puestoquela tasade crecimientoerasemejante
a la de cultivos en glucosa,tambiénasumimosunasituacióncercanaa la saturacióndel
flujo glucolítico, siendola levaduraincapazde alcanzaruna mayor tasade crecimiento.

Porlo tanto,aparentemente,cuandola glucosay la maltosasontransportadasdentro
de la levadura,ésta es incapazde distinguir la procedenciade las hexosasresultantesy
ajustasu flujo metabólicoal máximoque impone las condicionesexperimentales.De esta
manera, las cantidadesexcedentesde sustrato se acumularían en la célula sin ser
consumido.El parámetroafectadoen estecaso,seríaq,»~. Esto no seríaesperablesi en
nuestralevadurala fosforilación de la glucosaprocedentede maltosase llevara a cabo
específicamentepor la glucoquinasa,comosugiereClifton y col. (1993),puesintroduciría
un nuevo factor diferencial en el metabolismode maltosa.Así, los experimentoscon la
técnicadel cultivo discontinuoapuntanla posibilidadde queestamodulaciónresidaen la
saturación de la glucolisis, aunque en capítulos posteriores discutamosla posible
intervenciónde la capacidaddel transportede glucosaen el mutanteen este fenómeno
observadoen crecimientosen fuentesmixtas (apartado3.6.2.3.).

Todoslos análisishicieronsospecharqueel consumode glucosaseríael sujeto de
regulaciónen mezclasde fuentesde carbono,mientrasquelos parámetrosdel consumode
maltosaseríancasi constantescon independenciade la presenciade glucosa.Creemosque
la razón reside en las etapasespecíficasdel metabolismode maltosa.Peinadoy col.
(1987a),demuestranla importanciadel transportee hidrólisis de estedisacáridopara su
posterior metabolismo.Ya hemos descrito que la actividad hidrolasa de maltosaes
insensiblea regulaciónpor glucosao por maltosa,de forma que el flujo de maltosaque
semetabolizaríaseríaconstanteen nuestrascondicionesexperimentales.Los análisis del
consumode la mezclade fuentesde carbonoindicaríanque tambiénla capacidadpara
transportarel disacáridotambiénseríaindependientede la presenciade glucosa.

Sin embargo,las reflexionesrealizadasen este apartadoabren la puertapara
preguntarsepor el papelreguladorde la velocidaddel consumode glucosaejercidopor el
transportedel azúcar, coincidiendo con la observaciónde que la tasa de consumode
glucosaq dependede la velocidadde crecimentoy concentraciónde glucosaen cultivo
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continuo(Peinadoy col., 1989).
Por otro lado,cuandoel crecimientose realizó sobreglucosay etanol,el mutanre

consiguióunos rendimientosen biomasasimilares a la cepaparental,aunquela cepa
mutantees capazde crecermásrápido que la parental(TablaXXX). Aparentemente,el
mutante5DM- 1 consiguequela proliferacióncelular seefectúeporel metabolismode las
fuentesgluconeogénicay glucolíticasimultáneamentede forma másefectiva que la cepa
parental.

Podemosconcluir, a la vista de los resultados globales obtenidos con los
crecimientosen mezclasde sustrato,queel caracterdesreprimidode la levadurano implica
ventajassustancialessobrela cepaparental3092 y que paraque el consumode maltosa
seasuficientementerápido serequiereuna altaconcentraciónde maltosaen el medio.

Tabla XXX. Parámetros determinados en los cultivos con mezclas
Comparación entre la cepa parental y la cepaSDM-].

de glucosa-etanol.

etanol0.5% etanol0.4%-

glucosa0.1%

etanol0.1%-

glucosa0.4%

3092

¡s (h~’) 0.32±0.02 0.32±0.02

Y (g/g) 0.59±0.03 0.66±0.04

q (g/ghl)’ 0.54±0.06 0.49±0.05

0.36±0.01

0.66±0.05

0.54±0.06

SDM-1

ji (11’) 0.30±0.01 0.41±0.02

Y (g/g) 0.57±0.03 0.69±0.04

q (g/g~h)’ 0.52±0.05 0.60±0.04

0.44±0.01

0.630.03

0.70±0.05

Unidadesen g de sustratoconsumidocadahorapor g de biomasa,debido

sustratosutilizados.

a la diferentenaturalezade los

3.5.3.3.2.Cultivos continuosen mezclas.La aplicación comercialde Candida¡allis
requiere,en general, la utilización de esta técnica. Fue necesario,por tanto, estudiarel
comportamientodel mutanteSDM-1, que mostró un carácter desreprimidoestableen
cultivos en matraz,en cultivos continuos.

La primeraaproximaciónfue la caracterizaciónde los parámetmscinéticos del
mutanteen crecimientosen fuentesde glucosao maltosapuras(Fig. 24).

Al ajustar los resultados obtenidos cuando se utilizó glucosa como frente de
carbono, nos encontramosel siguiente problema. De forma rutinaria, el ajuste de los
parámetrosde los datosexperimentalesseefectúamediantelasecuacionesde Monod. Sin
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embargoestemodelo tiene unasrestricciones.Entre ellas, asumequeel sustratolimitante
es consumidopor un único sistema.Hemosdescritoya, que, al menosen el casode la
glucosa, existe un sistema de transponeactivo, y otros autoreshan comunicadola
existenciade, al menosdos sistemasde consumode glucosaconafinidadesdistintaspara
el sustrato (Postmay col., 1988; Peinadoy col., 1989). Con el fin de comprobarun
comportamientosimilar en la cepaSDM-1 en crecimientoscon glucosa,realizamosun
análisissobrela relacióndel sustratoresidualy la tasaa la que seconsumeel sustratode
acuerdo a la representaciónde Hanes(Fig. 25A). Las constantesdeducidas,segúnla
ecuación3.14, revelanque, aparentemente,tambiénestalevaduradisponede dos sistemas
con distinta afinidadparaconsumirglucosa.

Si ¡Cf
— .5+— (3.14)

~ q~ ~

Estatécnicade ajusteha sido aplicadaen los estudiosde afinidadesporsustratoen
cultivos continuos.SegúnHenderson(1992),facilita la estimacióninicial delos parámetros
que sedeseaestimar.Las constantesestimadascon esteprocedimientose muestranen la
TablaXXXI.

TablaXXXI. Parámetrosdeducidospor el ajustede Hanesen cultivo continuode SDM-l
en glucosa1.

concentraciónde glucosa(mM) Ks

0-10.4 0.114±0.012

0-0.2 <0.01

0.2-10.4 0.717

4.56±0.23

3.08±0.51

4.88

Valores dados en las siguientes unidades: Ks en mM; tasa máxima de

glucosal(gii). Les valoresobtenidosfueron calculadospor regresiónlineal.

consumo de sustratoen mmol

El cálculo de los valoresde la ecuaciónde Hanespor regresiónlineal no resultóel
más aconsejable.Ya se ha comentadolas ventajasofrecidaspor la estimaciónmediante
regresiónno lineal. Sin embargo,la escasacantidadde glucosaresidual obtenidaen las
fasesestablesde crecimientos,impidieron un desplieguede los puntosexperimentalesalo
largode todoel eje de abcisas,por lo queno fue posibleotrotipo de análisis.Lasdistintas
afinidadescalculadas,parecenquese correspondencon sistemasde transportede glucosa
diferentescontenidosen Candida utilis, segúnlasconclusionesde Postmay col. (1988) y
Peinadoy col. (1989). De esta manera, apareceuna relaciónentre la capacidadpara
transportarglucosa y la afinidad con que esta se consume.Esta conclusión no es
contradictoriacon los resultadosexpuestosen el apanado5.3.3.1, puestoqueentonces
trabajábamosconconcentracionessaturantesde glucosa.Poreso,habíamospresumidoque
las etapasde transponeno seríancondicionantesbásicosde la velocidadde consumode
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glucosa.Sin embargo,la técnicade cultivo continuopermiteobtenerpoblacionescontasas
deconsumode sustratoestablescontroladas.Durantela mayorpartede la experimentación,
estas tasas no saturanla capacidadcatalíticade la levadura, por lo que el transporte
marcaría la tasa de el consumo. De cualquier manera, este tema será discutido en
profundidaden un apanadoposterior.

Comprobamos,sin embargo,que la realización de un ajuste a una cinética de
Monod, ofreceunos parámetrosque puedenexplicar razonablementela evolución de la
biomasaen todo el rangode dilucionesempleado(TablaXXXII). Estedatoseráutilizado
en los estudioscon mezclasde azúcares.

Tabla XXXII. Parámetrosde ajusteal modelo de Monodt.

Dm,x (ti’) ~mo(g/g) ~ Ks (mM)

0.524±0.010 0.596±0.02 4.884 0.138±0.010

La tasade consumomáximase deducede acuerdoa la fórmula q=DIY.

9

0.979

Así, la Ks globalesdadaspor los ajustesde Hanesy Monod sonsemejantes.Y de
igual manera,el valor de D,,~, considerandotodo el rangode concentracionesde glucosa
es parecidoen el modelode Hanes(0.491±0.102ti’) y en el de Monod.

Se estudió la posible existenciade defectosen el mutanteque afectarana una
asimilación efectiva del sustrato. Aunque los resultadosde cultivos en discontinuo
mostraronque no era probablequese dieranestosdefectos,la técnicaaplicadaahoraes
un potenteinstrumentopararevelarlospor el modelo de Pirt, en forma de un término de
mantenimiento(m) alto. La bibliografíaofreceejemplosde valoresaltosde m en el caso
de levadurasafectadasen sumetabolismoo intoxicadas(p. ej. Verduyny col., 1992). Este
parámetrohacereferenciaa la cantidadde sustratoqueestomadopor el microorganismo
sin queseregistreun crecimientode la población.Los parámetrosajustadosmedianteeste
procedimientoindicaronun valor de m nulo (m=-0.028±0.022mM, 9 =0.98), con lo que
podemosdescartarla existenciade fenómenosde metabolismode glucosadesequilibrada
en el mutante, consistentecon las valoracionesde este parámetroen otras cepasde
Candidauzilis (Verduyny col., 1991).

Tabla XXXIII. Parámetros de ajuste al modelo de Monod en la cepa

Dma (IV’) Y»,,, (g/g) q~ Ks (mM)

0.554±0.009 0.570±0.02 5.399 0.110±0.010

La tasa de consumo máxima se deducede acuerdo a la fórmula q=D/Y.

3092’.

9

0.985

Los parámetrosobtenidoscon nuestrosajustesson muy semejantesa los quese
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puedencalcularpara la cepaparental3092, segúnlos resultadosdel cultivo continuodel
apartado3.2.2. (TablaXXXIII). Aunque es de resaltarque la tasade consumomáxima
de glucosay la D,~ son menoresen el mutante,confirmando las conclusionesen los
estudioscon cultivos discontinuos.

Por otro lado, seestudi6la evoluci6n de la producciónde etanola lo largode las
tasasde dilución. Confirmamosque en las condicionesexperimentalesutilizadas,no se
producencantidadessignificativas de etanol, puesse garantizauna correctapresión de
oxígenodisuelto.

En el análisisde los resultadosrealizadoscuandola fuentede carbonofue maltosa,
encontramosqueel metodode Monod podíaajustarlos valoresexperimentalesmejorque
en los cultivos con glucosa. La razón de esto es que el sustrato se consumía,
aparentemente,conunaafinidadúnicaen el rangode concentracionesde maltosautilizado
(Fig. 25B,con el ajustede Hanes).Estaafinidadresultósemejantea la Km de transporte
deducidapor Peinadoy col. (1987a) y van denBroek y col. (1995).De estamanera,el
mutanteSDM-l, reproducelas conclusionesavanzadasparaSaccharomycescerevisiaey
Candida utilis, dondelas cinéticasde transponeaparecenmonofásicas(Benitoy Lagunas,
1992; Gamoy col., 1995;Peinadoy col., 1987a;van denBroek y col., 1995). Los valores
de los parámetroscalculadosseofrecenen la TablaXXXIV.

TablaXXXIV. Parámetrosde ajusteal modelo de Monoden cultivoscon maltosade la
cepaSDM-l’.

~ (IV’) Y~ (g/g) q1~ Ks (mM) e

0.427±0.009 0.601±0.010 2.089 0.221±0.053 0.99

La tasade consumomáximase deducede acuerdoa la fórmula qDIY.

Comprobamos,queaunquela maltosaesun sustratoglucolitico, la D~ calculada
essensiblementeinferior a la quesecalculóen los cultivos con glucosa.Es esperableque
en amboscasos,la levaduraposeaunamaquinariaglucolítica paraconsumirlos sustratos
del medio de cultivo. Suponemos,por tanto, quela razónde las diferenciasrespectoa la
capacidadde crecimientoscon ambosazúcaresse encuentreen una fase tempranadel
metabolismo.Estudiamosla evoluciónsegúnla D de una de las enzimasespecificasdel
metabolismode maltosa:la cz-glucosidasa,de otra actividadcompartidaen el consumode
glucosa y maltosa,como la hexoquinasa,junto con un control de una actividad no
relacionadaconel consumode maltosa,invertasa(flg. 26).

Encontramosque el nivel de la actividad a-glucosidasadependede la tasa de
crecimiento de la levadura. Este resultadocontradice,aparentemente,las conclusiones
procedentesde los estudiosrealizadosencultivos discontinuos.Sin embargo,encontramos
quelos cultivos discontinuosalcanzanunastasasde crecimientossensiblementeinferiores
a los cultivos continuos.La actividada-glucosidasaes similar en ambascondiciones,al
compararlos valoresobtenidoscon ambastécnicasde cultivo. Por otro lado,encontramos
queel declive de biomasasecorrelacionacon la bajadade actividadc¿-glucosidasaen
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cultivo continuocon maltasa.Sin embargo,el nivel de actividadhexoquinasaexcedela
capacidadparaconsumirmaltosa,incluso a las máximastasasde dilución utilizadas.El
control efectuadocon el análisis de la invertasa,muestraqueestaenzimano dependede
la msa de crecimiento de la levadura. Confirmamosasí que la menor capacidadde
crecimientodel mutanteal utilizar maltosaal compararlacon otra fuenteglucolítica, se
debea factoresqueafectanal metabolismoespecíficode la maltosa.

El mutantetieneunacapacidadde creceren maltosasensiblementemenory muestra
una afinidad por el sustratomayor que la cepaparental, de acuerdo a los datosque
encontramosen el análisis del crecimientocontinuo de la cepa3092 (Fig. 27 y Tabla
XXXV). También la cepaparentalasimiló maltosade forma que sepudo modelizarla
cinéticade consumoa un solo sistema,como eraesperadopor los datosde la cinéticade
transponede maltosacontenidosen Peinadoy col., (1987a).

Examinamosahoraotra cuestión:la velocidadmáximade crecimientoquesepuede
conseguiren cultivo continuo es mucho mayor que la que se observó en cultivos
discontinuosen ambascepas.La afinidadmostradaen cultivos discontinuosesmucho
menorla ofrecidaen continuo.Esto indicaquela concentracióninicial de maltosano llega
a saturarla capacidadmáxima de la levaduraen cultivos discontinuos,por lo que la ji

observadano pudo serla máxima.La razón de estefenómeno,pudieraencontrarseen las
condicionesambientalescambiantespropias de los cultivos discontinuos.Un parámetro
comoel pH externopudierainfluir: En Saccharomycescerevisiaeel transportede maltosa
se realizamedianteun sistemade simporte de protones,de forma quelos EV del medio
actúancomo un co-sustratopara los transportadores.Las variacionesde pH externo,
importantesen cultivos discontinuos,influyen notablementeen la capacidadde la levadura
paratransportarmaltosa(Loureiro-Diasy Peinado,1984). Un sistemade transponede
maltosamediadopor protones,tambiénha sido propuestoparaCandidaufihis (van den
Broek y col., 1995) en vesículasartificialesde membranaplasmática.Sin embargo,en
Candida¿allis no hemosmedidomovimientode protonesasociadoal transportede maltosa
en célulasenterasdesenergizadas.De estamanera,la medidadel transponede maltosase
ha venido realizandocon el uso del análogoPNPG(Peinadoy col., 1987a).De cualquier
manera,puestoque seha sugeridouna relaciónentrela concentraciónde protonesy la
capacidadparatransportarmaltosa,el transportepudieraverseinfluenciadoporpH deigual
maneraque en Saccharomycescerevisiae.

Como comprobamosen el consumode glucosa,tambiénla asimilaciónde maltosa
se realiza, medianteun metabolismonetamenteoxidativo, de acuerdo a la respuesta
positiva con estedisacéridoen el estudiodel efecto Kiuyver.

Una vez que seestudióel comportamientode la cepamutanteen cultivos con
azúcarespuros, procedimosa estudiarlos parámetrosde un cultivo mixto, donde las
concentracionesiniciales de maltosa(0.3% (p/v)) y glucosa(0.1% (p/v)), reproducenlas
condicionesexperimentalesde Peinadoy col. (1987a)(Fig. 28).

Seempezóaencontrarmaltosalibre enel medioa unastasasde dilucióninferiores
a las indicadaspor Peinadoy col. (1987a). El motivo pudiera ser la persistenciade
represióncatabólicaen el mutanteen cultivo continuo.Sin embargo,no creemosqueeste
seael motivo, por las siguientesrazones:

> En primer lugar,Peinadoy col. (1987a)comunicanquela maltosaempiezaa no
serconsumidacuandola concentraciónexternade glucosaalcanzael unibral mínimode
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represión(0.5 mM). Esteno es el caso,el aumentode concentraciónde maltosaresidual
seda cuandola concentraciónde glucosaresidualun ordende magnitudmenor(0.06mM).
Ya hemoscomentadoqueen cultivos discontinuosde mezclasde glucosay maltosa,el
carácterdesreprimidode la levadurase mantieneincluso con concentracionesde glucosa
40 vecessuperioresal umbralde represiónde la cepa3092, por lo que carecede sentido
que concentracionestan pequeñasde glucosapuedanocasionarrepresiónen el mutante.

La evolución de la biomasaen función de la msa de dilución puede ser
modelizadasegúnunaestimaciónde un consumosimultáneode maltosay glucosaen todas
las tasasensayadas.

El modeloaplicadofue el de Monod paraun consumode 2 fuentesde carbono
KtD K~D

X=YM’(MO M U (3.15)
D»,~ -D’0’ O

Los parámetros utilizados fueron: M
0 y G0, los correspondientesa las

concentracionesde glucosay maltosaen el reservóreo.‘VM e Y0 fueronde 0.6 g/g, pues
el rendimientofue independientede la naturalezade las fuentesde carbono.Los valores
de afinidadesfueronsustituidospor los correspondientesal análisisde los parámetrosde
los ajustesde Monod para todo el rango de concentracionesen los cultivos con los
azúcarespuros.

La curvaobtenidase muestraen la flg. 28B, dondeseobservaun buenajusteentre
los puntosexperimentalesy los valores teóricos. De esta manera,los resultadosdel
continuorespondenal supuestodondela generaciónde biomasaseefectúapor la sumadel
crecimientoen ambasfuentesde carbono,sin interaccionesentreellas.

TablaXXX VI. Parámetrosdeducidosporel
1 en mezclasglucosa-maltosa’.

ajustede Hanesen cultivo continuode SDM

concentraciónde glucosa(mM) Ks

0-2.76

0-0.1

0.1-2.76

0.005±0.001 1.41±0.01

<0.001 1.30±0.01

0.150 3.41

concentraciónde maltosa(mM)

0-3.24

0-1.35

0.215±0.020 2.64±0.01

0.082±0.001 1.40±0.01

Valores dados en las siguientes unidades: lCs
glucosaf(g10.

en mM; usa máxima de consumode sustratoen mniol

Cuandoanalizamosla relaciónde la tasade toma de sustratoy la concentración
residualde cadauno de los sustratosen el fermentador,segúnel ajustede Hanes,después
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flg. 28. Cultivo continuoen mezclasde glucosa-maltosa.Demostraciónde la desrepresiónde
la cepa SDM-l en condicionesfisiológicas. A Cultivo continuo con la cepa parental
(reproducidode Peinadoy col., 1989).B Cultivo continuode la cepaSDM-l. Símbolos:(u)
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representala evoluciónteóricade labiomasa,asumiendounaasimilaciónsimultáneade glucosa
y maltosa(másdetallesen el texto).
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de estimar los valoresde q individualespara glucosay maltosa,determinadossegúnla
ecuación3.16, se obtienela Tabla XXXVI.

D ~(S0— S) (3.16)

Donde S~ y 5 son las concentracionesen el reservóreo y residuales,
respectivamente,de cadauno de los azúcaresindividuales.

Se ha descritoen E. coli y otros microorganismos,que la afinidad por la toma de
sustratosen mezclasde fuentesde carbonodisminuye,cuandosela comparacon los datos
de cultivos con sustratosúnicos,sin que esténmuy claraslas causasdel fenómeno(Egli
y col.,1992; Egli y col., 1993). La cantidad residual de los azúcaresen el femientador
dependende las proporcionesde sustratoiniciales,la naturalezade la mezclade sustratos
y el patrónde la regulaciónde las enzimasimplicadasen el metabolismode éstos.Esta
puede ser la razón que explica la alta tasa de crecimiento de los microorganismosen
ambientesnaturales,donde la disponibilidadde nutrienteses muy limitada.

Durantela mayorpartede las dilucionesutilizadas,la glucosaseconsumemediante
el sistemade alta afinidad,que ya ha sido descritoen los cultivos continuoscon glucosa.
Sin embargo,el incrementode afinidad por maltosaes notable.Sólo a las mayorestasas
de dilución, la afinidadpor este disacáridodisminuye. Hemosrelacionadoestehechocon
la pérdidade actividad «-glucosidasaocurrida a estasdiluciones,como sucedíaen los
cultivos con maltosa(Fig. 29). Sin embargo,el cambio de afinidadesen la toma de la
mezclade fuentesde carbono,no implica un aumentode la biomasafinal obtenida,puesto
quelas constantesde crecimientocalculadasen los cultivos sin mezclade azúcares,pueden
explicar la evolucioón de la biomasa.Tampocose alteran, aparentemente,la DmáLX del
mutantecon los crecimientosparcialesal utilizar cadauno de los azúcares.

Concluimospor tantoque encultivos en mezclasde azúcares,el mutantemantiene
el carácterdesreprimidoquefue observadoen todoslos experimentosanteriores.Estedato
adquiereimportanciapor el tiempo requeridopara la realizaciónde un experimentode
cultivo continuo.Fue precisoen tomo a 300 generacionescelulares paracompletarel
experimentoy en este intervalo de tiempo ningún mutante con carácter reprimido
restauradodesplazóa la población original.

El quela tasade dilución inicial dondeaparecemaltosasin consumiren el medio
seainferior que la halladaen la cepaparental,es debido a la menorD02~ mostradaen el
mutantecomparadacon la cepaparental.En principio, estopudieraresultarunadesventaja
si se pretendierautilizar el mutanteen sustituciónde la cepaparentalparala obtenciónde
biomasamicrobianao parala depuraciónderesiduosconaltacantidadde materiaorgánica.
Sin embargo,duranteun intervalo de D, la fuentede carbonodetectadaen el efluente
resutó ser maltosacasi pura. De esta manera,se descubreuna posible aplicaciónen la
utilización del mutantepara la purificación de azúcaresen mezclasde azúcares.

3.5.3.4.Regulacióndedistintasactividadesenzimáticasporel flujo glucolítico.
A lo largodel apanadoanterior,hemosdescritoquelasactividadesenzimáticasestudiadas
en el mutanteSDM-1 variabansegúnla D a la que fuerontomadaslas muestras.Esto
parececontradictorioconlos datosobtenidosen discontinuo,dondese observóla pérdida
casi absolutade regulaciónde la actividada-glucosidasay, parcialmente,de la invertasa.
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En el primercaso,observamosquela actividadde hidrólisisde la maltosapuededepender
de la velocidaddelflujo metabólico.Estedatoadquiereimportanciadesdeel puntode vista
de una hipotética aplicacióncomercial del mutante,pues la técnicade cultivo continuo
parece ser el modo de obtención de biomasa que encarecemenos oneroso. Se ha
comunicado,en estudiosde cultivo continuo, que cierta actividadesenzimáticasy la
cantidad de RNAm que contienela información para la síntesisde las enzimasestán
sometidas a una regulación dependientedel flujo metabólico (Sierkstra y col., 1992;
Sierkstray col., 1993; Sierkstray col., 1994). Estos autoresno identifican la causaíntima
del fenómeno,pero investigacionesdel grupo del Prof. Zimmermannsugieranque la
acumulaciónde determinadosmetabolitoscondicionanel gradode actividad y velocidad
de transcripciónde determinadosgenesglucoliticos(Bolesy col., 1993ay b; MUller y col.,
1995; Boles y col., 1996).

Para confirmar la importanciadel flujo glucolitico en la cantidadde actividad
enzimáticaen el mutante,hicimos los siguientesexperimentosbasadosen esteabordaje
experimental:

Utilizamos la técnicade cultivo continuoconun sustrato,cuyo consumoprocurara
un flujo metabólicoalto. Estesustratodeberíaserglucolitico, puesbásicamentecon este
tipo de residuosse ha venido produciendoCandida utilis. Además, la regulacióndel
consumode este sustratono debeser muy compleja.Por último, el sustratono debe
desencadenarrepresióncatabólica.

Un candidato perfecto seda la galactosa, utilizada en los trabajos con
Saccharomyces.Sin embargo,estesustratono es asimiladopor Candidautilis (ver Tabla
XXIV). Elegimosla sacarosacomofuente de carbono.Es un sustratono represor,como
determinamosen los ensayoscon la cepaparental(Fig. 5), capazde sustentaruna tasade
crecimiento alta (Tabla XX) y, en la mismacepal, pareceque su utilización solo está
sujetaa represióncatabólica.Los resultadosobtenidosse muestranen la Fig. 30.

La a-glucosidasadependefuenementedela tasadel flujo deconsumodelsustrato.
Seobservaunacurvaparecidaa la queseobservaen un experimentosimilar con la cepa
3092 (flg. 5), y a la obtenidacon cultivos con maltosaen la cepaSDM-1 (Fig. 26). Sin
embargo,existen fuenesdiferencias:En primer lugar, la actividad encontradaen los
ensayoscon un flujo metabólicolento (a bajasD), es 4 vecessuperiora la encontradaen
la cepaparental.En segundolugar, aunquela actividaddisminuíafuertementecuandola
tasade dilución eraaltay existíancantidadesapreciablesde glucosalibre en el medio,los
valores determinadosse correspondencon los niveles basalesde actividad de la cepa
parental(en tomo a 10 U) medidaen condicionesde desrepresiónen cultivo continuo.En
ningúncaso,estaactividadcayóhastalos nivelesde represiónde la cepaparental.

En todaslas tasasde dilución ensayadas,la cantidadde actividadtotal fosforilante
de glucosafue superiora la tasade consumodel sustrato.

Fue,sinembargo,sorprendentela regulaciónde la actividadinvertasa.La evolución
de estaactividadfue inversamenteproporcionala la tasade dilución. Ya mostramosque
la invertasaestáparcialmentedesreprimidaen la cepaSDM-l. Aparentemente,la cepano
necesitabala presenciade sacarosaparaquela actividadfueraaltaen cultivos discontinuos.
Un problemaplanteadoen el análisisde estaactividadesque selocalizaen el exteriorde
las células,de estamanera,la invertasaes lavadajunto a las célulasy medio. Se podría
sugerirquenosotrosestamosmidiendoun lavadode las enzimasque hidrolizansacarosa.
Tenemosque precisar que las determinacionesse realizaron durante las fases de
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crecimientoestables;de estamaneramedíamos,comoen el restode actividadesensayadas,
la actividadespecíficacontenidaen el fermentador.Esta esindependientede la Usa de
lavado y es un carácterpropio de la población establedel fermentador.Las unidades
utilizadaspara la invertasaserefierena la capacidadde hidrólisis de sacarosapor unidad
de volumen,puesesesteel modo máscomúnde cuantificaractividadesextracelularesen
cultivo continuo.Unaposibleexplicacióna la evoluciónde la actividades quela densidad
celular decrecieracuandola D fueraalta. Observamosqueestono ocurre.Los cambiosde
concentraciónde biomasano son suficientespara explicarunavariacióndel orden de 6
vecesde actividad a lo largo de todas las D estudiadas.Así, parece,que al igual que lo
visto en la cepaparental,la invertasaestáreguladanegativamentepor el metabolismode
supropio sustrato.

Cuandoobservamosla evolución de esta actividad en la cepaparentaly en la
mutantecon distintas fuentes de carbono, encontramos,que en general, la actividad
desciendecuandoaumentala tasade dilución.Aparentemente,esteefectoesindependiente
de la acciónde la represióncatabólica.Estose puedeobservartambiénen la cepaSDM- 1
en cultivos con glucosa,en las fasesdondela cantidadde glucosaes muy reducida, se
reproduceel panoramarespectoa la actividada-glucosidasae invertasaque observamos
en el cultivo continuocon sacarosa(Fig. 31).

Así se puede concluir que en las cepasparental y mutante, el nivel de las
actividadesenzimáticasimplicadasen el consumode distintasfuentesde carbonodepende
fuertementede la tasametabólicaa la quecrecelas levaduras.Es un efectoindependiente
de los fenómenosde inducción y represión.Estarespuestaala velocidadde flujo essimilar
a la que ya hemos estudiadocon los experimentosde inactivación de la actividad
hexoquinasacon CibacronBlue 3G-A, dondeel nivel de represión,basalo inducción de
las actividadesestudiadastambiéndependíade la velocidadde consumode sustrato.

Carece,por tanto, de sentido,establecerun valor estáticode actividadenzimática
paracadouno de los posiblesestadosfisiológicosde síntesisenzimática:reprimido,basal
o inducido.

Tenemosque indicar que, en todos los casos,el nivel de actividad ADH, utilizada
como control de una actividad no directamenteimplicada en el consumode fuentes
glucolíticas,permanecióen nivelesde 300-500U en todoslos ensayos(dato no mostrado),
siendoinvariablecon cualquierade las fuentesutilizadas.

Así, pareceque la regulacióndescrita en Saccharomycescerevisiaese puede
reproducir en Candida utilis, al menos, para aquellas actividades implicadas en el
metabolismo temprano de azúcares.En cualquier caso, la variacionesde actividad
enzimática,no afectana la producciónde biomasadurantela mayorpartede las tasasde
D, aunquepuedenser responsablesde que la Dmu encontradaen SDM-1 sea levemente
inferior a la queseha determinadoen la cepa3092, al menosenlos casosde crecimientos
con maltosa.
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3.6. Búsquedade la basede la desrepresiónen el ¡nutante SDM-1.

La carenciade una metodología apropiadapara el trabajo molecular que nos
permitiera determinarel fallo o conjuntode erroresen el control de represióncatabólica
en el mutante,nos forzó a buscarla razón de la desregulaciónen las características
fisiológicasdiferencialesque mostrabanlas cepasSDM-1 y parental3092.

Los análisis del control de represiónde Saccharomycescerevisiaeindican que
existeneslabonesen el control, cuyascarenciaspuedenser determinadasmedianteun
análisisfisiológico del metabolismo.

3.6.1. Análisis de la actividad hexoquinasa. Una pieza situada en el circuito
superior del control de la represión en Saccharomycesse sitúa en el paso de las
hexoquinasas,fundamentalmentela HK PU. Procedimosa analizar la actiQidad total
hexoquinasadel mutanteen distintassituacionesfisiológicas(TablaXXXVII).

Los valores obtenidoscuando la actividad hexoquinasamáxima se ensayó en
condicionesde determinaciónóptimasno arrojarondiferenciassustancialesrespectoa los
valoresencontradosen la cepasalvaje,crecidaen condicionessemejantes.

Sin embargo,cuando afrontamosel estudio de las actividadesencontradasen
entornosde pH fisiológicos, observamosque la capacidaddel mutantepara fosforilar
fructosaeraninferioresa lasde la cepa3092, produciendoun descensode la relaciónF/G
en muestrasprocedentesde glucosa. Distintos mutantesde Saccharotnycescerevisiae
desreprimidoslo son por la insuficienciade actividadhexoquinasa.Estedato nos sugirió
que el defectoen el control de represiónpudieraencontrarseen una deficientecapacidad
de fosforilación en el mutante.

Cuando realizamoslas cinéticas de fosforilación de los distintos sustratosque
pueden ser utilizados por las hexoquinasaslas cinéticas que conseguimosfueron las
mostradasen las Fig. 32.

El análisisde los resultadosdela fosforilaciónen el mutanteserealizócondistintas
aproximaciones,comoen el apartado3.1.1.

Al determinarlas constantescinéticasde fosforilaciónde manosa,pudimosobtener
un buenajustecon la utilización de modelosconsolo un sistemade fosforilación.Como
discutimoscon la cepaparental,no pareceprobableque las distintasenzimasencargadas
de la fosforilación de esteazúcarlo utilicen con afinidadesmuy diferentes.

Sin embargo,al determinarla afinidad de las hexoquinasasdel mutantepor ATP,
encontramosquelos datosexperimentalesseajustabana sistemasconmenorafinidadpor
el nucleótido que las hexoquinasasde la cepaparental. En capítulos posterioresnos
preguntaremospor la importanciafisiológicade estadiferenciaen el controlde la glucolisis
en el mutante.

Lasdiferenciasmásimpostantesentrela cepaparentaly la mutante,seencontraron
al analizarla actividadfosforilantede glucosay fructosa. Observamos,comodescribimos
parala cepa3092, quela cinéticade fosforilaciónde fructosasecorrespondealo esperado
de un sistemade fosforilación compuestode una serie de enzimasquecompartianuna
afinidadsemejanteparala fosforilación de fructosa,conunaKm y Vmax aparentesmuy
semejantesa las descritasen la cepaparental(si seconsideraseel ajuste por un único
sistemade fosforilación).

También los ajustesasumiendoun único sistema de fosforilación de glucosa,
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ATP 0.2 mM. Nota: aunqueen la fig. A seintuyaun componenteconunaVmax aparentede
200 nmol glucosa/(mgprot min), no fue posiblemodelizarmásqueunaVmax negativa(ver
texto).



Resultadosy discusión 85

ofrecenvaloresde Vmax y Km aparentesparecidasa las de la cepaparental. De esta
manera,no se podríaexplicarel resultadode la inversiónde la tendenciade la relación
FIEl obtenidaen la determinaciónde la capacidadde fosforilación de concentraciones
saturantesde azúcaresen la cepa5DM- 1.

Sin embargo,al modelizarlas actividadesde fosforilación en un sistemade dos
componentes,comopuedeintuirse de la observaciónde las fig. 32A y 32B,encontramos
queuno de los sistemastendríaunosvaloresde actividadde fosforilaciónnegativa(Tabla
XXXVII). Fisiológicamente el único significado posible sería la coexistenciade una
actividad fosforilante de glucosa con un fosfatasa.Se ha comunicadola obtencióny
caracterizaciónde mutantesde levaduraresistentesadesoxiglucosadebidoauna actividad
fosfatasa.Incluso, estaactividadpareceque pudieraresidir en unaenzimaespecíficade la
2-desoxiglucosa-6-P(Martín y Heredia,1977;Sanzy col., 1994; Rández-Gily col., 1995).

Nos preguntamos,por tanto, si esta explicación pudieratener un fundamento
experimental.Ensayamosla hipotéticaactividadfosfatasaen el mutante(Rg. 33).

Observamosque, existeunaactividad,aparentementeindependientedela presencia
de ADP u otro nucleótido,en el mutante.Estaactividad resultaserapreciablecuandolas
muestrashansidocrecidasen presenciade 2-DOG. Sin embargo,no se inducela actividad
en muestrasquehanpermanecidoun espaciocortode tiempoen presenciadel análogode
glucosa.Estaactividadno esdetectadaen la cepaparentalen ningunade las condiciones
ensayadas.

La influenciaen el comportamientofisiológico de estaactividadfosfatasapuedeser
importantecomo mecanismode defensaa los efectostóxicos del análogo. Sin embargo,
no hemoslogradodetectarningunaactividadfosfatasaen ensayosrealizadoscon 2-DOG,
aunqueestaobservaciónpuedeestarmediadapor los métodosexperimentalesutilizados.
La detecciónde 2-DOG libre se realizó con el sistemaGOD-Perid de Boehringer.La
sensibilidadpara la cuantificacióndel análogoes mucho menor que en el caso de la
utilización de glucosalibre (Kunst y col., 1985).Aun así, la hipótesismásprobable,esque
estaactividadpuedeactuartambiénsobreel análogofosforilado,puessuexistenciaparece
ligadaa la presenciade 2-DOG. De cualquiermanera,estaactividadpuedeserresponsable
de quela relaciónFIEl en el mutanteseamenoren entornosde pH fisiológicosquea pH
8, y quesepuedamodelizarun componentede fosforilaciónconvelocidadesnegativas.Es
de resaltarque la actividadfosfatasano resultaser específicade 2-DOG-6-fosfato,como
se ha descritoen Saccharomycescerevisiae(Martín y Heredia,1977; Sanz y col., 1994;
Réndez-Gily col., 1995), sino quepuedeactuarcon otrashexosas-fosfatocomosustratos.
La existenciaen estaúltima levadurade una enzimacon actividadfosfatasaespecíficade
un compuestoque no seencuentrafácilmenteen ambientesnaturales,planteabaunaserie
de interrogantespuramenteespeculativos.En principio, pareceríarazonableque esta
actividadtuvieraespecificidadtambiénpor las hexosas-fosfatonaturales,comosucedeen
Candidautilis.

Otro efectoqueaparecería,si estaactividaddeterminadaen extractostuvieravalor
fisiológico, seriala apariciónde ciclos futiles en el mutante,puesseproduciríaun bucle
de fosforilación-desfosforilaciónde glucosacon un gastoneto de ATP.

La existenciade un ciclo futil, desdeel punto de vista teórico, pudieraimplicar
efectosseverosen las tasasmetabólicasdel mutante.Sin embargo,creemosque no tiene
consecuenciasimportantesen el funcionamientode la levadura. En los cultivos en
discontinuoy continuono encontramostasasmetabólicasmuy disminuidasenel mutante,
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Fig. 33. Actividad desfosforilantede hexosas-fosfatoen SDM-1. A Cursodela actividadalo
largodel tiempoen mezclasconsustratosaunaconcentracióninicial de 10 mM. B Relación
de la velocidaddereacciónfrenteala cocnetracióninicial de hexosas-fosfato.C Influenciade
la presenciade nucleótidosfosfatoen la actividad.D Actividad fosfatasaen extractoscrudos
procedentesdecélulascrecidasen presenciao no de sustrato.Símbolos:A y B (e) Actividad
con glucosa-6-fosfato.(O) Actividad con fructosa-6-P.(U) Actividad con 2-DOG. C (e)
Actividad control (o) Actividad conmuestrasconATP 2 mM. (m) ActividadconADP 2 mM.
(O) Actividad con AMP 2 mM. D (o) Actividad de muestrasdecélulascrecidasen medios
glucosa-2-DOG.(e) Actividad en célulaspreinoculadasen mediocon2-DOGy transferidas
unaveza un medioK sin 2-DOG. (O) Actividad en muestrasprecrecidas2 vecesen mediocon
glucosa,despuésde un cultivo en un medioconglucosay 2-DOG.
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Tabla XXX VII. Actividad hexoquinasaen Candidoutilis SDM-1.

medio faseestacionada’

con: fosforilación de

F/El glucosa fructosa FIEl

glucosa 1.21 301±13 1.03

fructosa 1.17 312±7.5 0.97

manosa 1.19 337±5.3 1.01

maltosa 1.04 312±15 1.06

sacarosa 1.12 303±3.3 1.01

etanol 1.06 256±7.9 1.04

acetato 1.08 287±14 0.97

glicerol 1.04 275±16 0.99

fisiológicas(ensayosen sustrato?

manosa maltosa etanol

exponen. 0.91 0.96 0.95

estacion. 0.90 0.99 1.04

cinéticas(condiciones

faseexponencial’

fosforilación de

glucosa fructosa

355±12 432±21

361±19 425±25

347±11 415±27

386±21 403±19

352±27 395±18

291±9.8 310±12

300±13 325±11

305±8.6 3 18±15

F/El en condiciones

glucosa fructosa

0.86 0.87

0.87 0.90

constantes

1 sistema

Vmax

312±16

305±6.7

341±12

325±15

306±8.7

267±16

279±23

274±19

saturaciónde

acetato

0.97

1.01

fisiológicas)3

2 sistemas

VmaxKm Km 9

glucosa

1

2

0.12±0.02 320±36 0.94 0.11±0.03 345±12 0.99

0.06±0.02 -26±9.5

fructosa

1

2

1.78±0.12 315±27 0.95 1.84±0.26 360±9.7 0.98

0.12±0.02 -31±7.8

manosa 0.02±0.00 455±13 0.97

ATP 0.70±0.05 - 0.99

Valoresdeterminadosen condicionesóptimasparala medidade la actividad. 2 Valores calculadospara una
concentraciónde suscratode 25 mM. Ajustespor métodosde regresiónno lineal (los métodosde ajustede
Michaelis-Menteny Eadie-Hofsteearrojan valoressemejantes).- no determinado.

u
1
£
u
u
u
u
u
u
u
£
u
£
u
u



TablaXXXVIII. Impactode efectoresfisiológicosen Candida utilis SDM-1’.

inhibición por xilosa (% actividad respectoal control)

xilosa 25 mM xilosa 100 mM

fosforilación de glucosa fosforilación de glucosa

lmM lOOmM lmM l00mM

100±0.1 94±2.0 96±0.7 100±1.5

Inhibición por trehalosa-6-P(% de inhibición)

fosforilación de glucosa fosforilaciónde fructosa

lmM 2SmM IOmM 25mM

Ensayo 300C y pH 8

7.6±0.3

Ensayo

a

5.3±2.1 0 6.4±1.2

a 280C y pH 7

64.0±0.3 36.1±1.8 93.5±1.5 84.3±0.9

Efectode la glucosa-6-Pen la actividadhexoquinasa

glucosa-6-fosfatoen la reacción

control 0.1 mM 1 mM 10 mM 25 mM

100 100±0.1 99.8±1.2 101±0.3 99±1.3

Efecto de nucleótidos-fosfatoen la actividadhexoquinasa(% de inhibición respectoa
los controles

concentraciónde ATP en el ensayo:2 mM

inhibidor: ADP 2 mM inhibidor: AMP 2 mM

fosforilación de fosforilación de fosforilación de fosforilación de
glucosa25 mM fructosa100 mM glucosa25 mM fructosa100 mM

25.1±1.1 19.3±2.3 5.6±0.1 3.2±0.3

concentraciónde Al? en el ensayo:0.2 mM

inhibidor: ADP 2 mM inhibidor: AMP 2 mM

fosforilación de fosforilaciónde fosforilación de fosforilación de
glucosa25 mM fructosa100 mM glucosa25 mM fructosa100 mM

21.2±0.5 22.1±0.7 0.1±0.1 0.3±0.5

Compararlos valorescon los mostradosen las TablasII, III, IV y VI, quecontienenlos datos conseguidosen
la cepaparental
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flg. 35. Perfil de actividadhexoquinasaen fraccionesrecogidasdecromatografiasconresinas
de hidroxiapatitode extractoscrudos de muestrasprocedentesde cultivos en la fase
exponencialcon glucosa.A Muestrasde la cepa3092. B Muestrasde la cepaSDM-1.
Símbolos: (o) Fosforilaciónde fructosa. (e) Fosforilación con glucosa.Línea punteada:
gradientede tampónfosfato (5-300mM). Eluciónde lospicosdeactividad: 65-70mM fosfato
(HK 1); 85-90mM de fosfato (HK 2); 140-160mM de fosfato (GK). Actividad inicial en
ambasmuestras:500¡¿1 de extractoconteniendo1.1-1.2 mg/ml deproteína(AE: 343 y 386
nmol/(mgprotmin)en las muestrasde la cepa3092 y SDM-l, respectivamente.
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comparadascon la cepaparental.Aunque,seobserva,en general,unaescasadisminución
en la velocidad del consumo de las fuentes carbonadas,fueran glucoliticas o
gluconeogénicas.Las tasasde tomade sustratolevementemenoresqueseencontraronen
el consumode las fuentesgluconeogénicasno podríanserexplicadas,en principio, por la
existenciade un ciclo futil en el pasode fosforilación de hexosasen el mutante,ya que
sólo seríapreciso estepasoparael metabolismobásicode fuentesglucoliticas.Tampoco,
los valoresobtenidosen los estudiosde las cinéticasde crecimientoen cultivo continuo
en la cepaSDM-l parecenqueesténafectadospor la fosfatasa,puesla actividaddisminuye
cuandola levaduracrecesin 2-DOG.

Sehacomunicadola obtenciónde mutantesde Saccharomycescerevisiae conciclos
futiles en la vía glucolitica(Navasy col., 1993,Gancedoy Navas,1995;Navasy Gancedo,
1996).En esecaso,se demostróel efecto perniciosode la existenciain vivo de ciclos
futiles en los mutantes,puesestosdisminuíanla tasade crecimientoe incrementabanel
metabolismofermentativo,aunqueerancapacesde mantenernivelesconstantesde ATP.

Por otro lado, recientementese ha descritoun efectocolaterala la existenciade
actividadesdefectuosasde fosforilación de hexosasen Saccharomycescerevisiae.En
mutanteshxk2 A, se ha encontradounamayorresistenciaal choquetérmico quelas cepas
salvajes(van Dijck y col., 1994). Esteno es el casode la cepaSDM-l, de acuerdoa los
resultadosde la tabla XXIV, dondeseexaminanlas respuestasde las cepasestudiadasa
las pruebasparala clasificaciónsistemática.No apreciamosquela cepaSDM- 1 seacapaz
de resistirmayor temperaturaque la parental.

Todos los datos anteriores,inducen a pensarque la actividadhexoquinasaen el
mutanteno estáafectada,comparándolacon la cepaparental.

Abordamosposteriormenteel estudiode la regulaciónde la actividadhexoquinasa
en el mutantepor distintos efectorescon interés fisiológico (Fig. 34 y TablaXXX VIII).

Existen levesdiferenciascuandosecompararonlos efectosde los reguladoresde
la actividaden la cepaparentaly en el mutante,fundamentalmenteen lo referentea AMP
y ADP. El mutantemostróunaactividad hexoquinasamenossensiblea estosnucleótidos
quela cepaparental.El efectode otros reguladoresfue semejantecuandosehizoel estudio
comparativoentreambascepas.

Cuando enriquecimoslas actividadesfosforilantesde hexosascontenidasen el
mutante,mediantemétodoscromatográficos,no encontramosdiferencias,al compararlas
muestrasde la cepaparentaly mutante,respectoa la concentraciónde tampónde lavado
dondeeluian los picos de actividad,ni en las actividadesenzimáticasrecogidasen las
fracciones (Fig. 35). Tampoco encontramos diferencias respecto a la movilidad
electroforéticade hexoquinasasnativasde SDM-l y la cepaparental.Se pudo distinguir
dosbandascon afinidad parala fosforilación de fructosay 3 queutilizaban glucosacomo
sustrato.Lasmovilidadesrelativasdeterminadasfueron,parala OK, Rf 0.44±0.01,parala
HK 1, Rf 0.42±0.01y, para la HK 2 encontramosun Rf de 0.47±0.01. ¡

En cualquiercaso,la única diferenciaimportanteencontradaen el mutanteen la
comparacióncon la cepaparentalfue determinadarespectoa la fosforilación de glucosa
y fructosaen las condicionesqueasumimosquefueransemejantesa las fisiológicas.Se
podríaespecularsobrela influenciade estedefecto en la desrepresióndel mutante,pero
no tenemossuficientesbasesexperimentalesparaelaborarunaexplicaciónsuficientemente
coherente.Es más,nos inclinamosa pensarqueestefenómenono tendríarelacióncon la
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desrepresión,segúnlos resultadosde los apartados3.2.2 y 3.3.2.2.

3.6.2. Estudio de las cinéticas de transporte de glucosa. Ya hemosindicado en
distintasoportunidades,que el transportede azúcarespuede ser un pasocrucial en el
metabolismo de estos compuestos,no sólo por la capacidadpara controlar el flujo
metabólico, sino tambiénporque pareceque, al menosen Saccharomycescerevisiaey
Kluyveromyceslacté es una etapacontroladapor la represióncatabólicao, al menos,por
las hexoquinasas(Bisson y Fraenkel,1983b; Bisson y col., 1987; Bisson, 1988; Prior y
col., 1993). Además,sehan descritodistintosmutantesen variasespeciesde levaduracon
defectosen el control de represióncatabólicadebidoa la escasacapacidadde transportar
azúcaresfermentables(Boze y col., 1989;Novak y col., 1990;AlamKe y Sismisker,1994).

Estosdatosbibliográficosseñalaronla convenienciade determinarel transportede
glucosaennuestralevaduraparadeterminarsi el fallo en el controlde la represiónpudiera
encontrarseen un deficienteactividadtransportadorade glucosa.

En Candidautilis sehanrealizadodistintosestudiossobreestaactividad,tanto en
célulascrecidasen discontinuo(Bametty Sims, 1976a;Barnett y Sims, 1976b) comoen
continuo(Postmay col., 1988;Peinadoy col., 1989).Lasconclusionesalcanzadasporcada
uno de los autoresson discrepantesrespectoa los sistemascontenidosen nuestralevadura
y la regulacióndel transporte.Barnett y Sims indicanquesepuededistinguirdossistemas
de transportecon afinidadesde 0.2 mM y 10 mM y que la afinidad por el transpone
dependede la concentraciónexternade glucosa.Esteefectofue explicadoentoncesporun
fenómenode cooperaciónnegativade la glucosasobre un único sistemade transpone.
Peinadoy col. (1989) coincidencon la interpretaciónde los resultadosglobalesdadapor
los anterioresautores,aunquesólo para el sistemade transportemediadopor difusion
facilitada. Paraentonces,ya se habían descrito la existenciade sistemasde transporte
activosde glucosaenlevaduras(Laureiro-Dias,1988)y, en especial,en el géneroCandida
(Spencer-Martinsy van Uden, 1985)y otraslevadurasCrabtreenegativas(van Urk y col.,
1989). Tanto Peinadoy col., como Postmay col. (1988) describenun sistema de alta
afinidad queresultaestarmediadopor un cotransportede la glucosaconlos protonesdel
medio.La afmidadde estesistemaes de cercade 20 ¡iM. Estesistemaes induciblepor la
presenciade bajasconcentracionesde glucosay reprimible por altasconcentracionesdel
azúcar. Respectoal sistema de difusión facilitada, los trabajos realizadosen continuo
(Postmay col., 1988y Peinadoy col., 1989)concluyeronquela afinidaddel transponepor
difusión facilitada esdependientede la tasade crecimientoy de la concentraciónexterna
de glucosa. Pero, la interpretaciónde los resultadosdada por Postmay col. (1988)
introducela posibilidadde la existenciade distintos sistemasde transportede glucosapor
difusión facilitada con afinidades distintas para la glucosa. La presenciade estos
transportadoresestaríacondicionada,al igual queel sistemade transporteactivo, por la
concentraciónde glucosa.La base fisiológica de la regulaciónaparentede la actividad
transportadorade glucosapor difusiónfacilitada no se han dilucidado.

Nosotroscreemosquepartede las discrepanciasde los resultadosvienenpor los
diferentesmétodosparala medidade transportede glucosa.De la inexactitudde la medida
de la actividad del transporteen el pasado da idea el dato de Vmax de transporte
encontradaen Barnett y Sims (1976a). Esta actividad explica sólo el consumode 2.4
mmol/g~h en Candidauzilis, que resultaser aproximadamentela mitad de losvaloresde
consumode glucosaencontradosen nuestralevaduraen crecimientosen discontinuo.
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Conlos métodosvigentesenla décadade los 80 derivadosde la metodol¿gíabásica
enunciada por Bisson y Fraenke] (1983b), se pudo determinar la existencia en
Saccharomycescerevisiae de, al menos, dos sistemasde transportede glucosa con
afinidadesde 1 y 20 mM, respectivamente.Las característicascinéticasde los distintos
sistemasde transportede glucosaen esta levadurase determinaronpor la naturaleza
bifásica de las representacionesde Eadie-Hofstee.El componentede baja afinidad fue
detectadosólocuandola levaduraseencontrabaenestadode represióny la existenciadel
sistemade alta afinidaddependede la actividadfosforilantede hexosas.Estastécnicasse
utilizaron en los trabajosde Postmay Peinado,

Sin embargo, recientementese ha desarrollado un nuevo sistema para la
determinacióndel transportede azúcares(Walshy col., 1994a).Estenuevométodoimpone
la utilización de un tampónqueevita la incorporaciónde másglucosamarcadadentro de
la célulacuandosedeseapararla reacción,quecontienealtasconcentracionesde glucosa
no marcadaa unastemperaturassensiblementeinferiores a 00C. La utilización de altas
concentracionesdel sustrato no radiactivo, cuya actividad de transponese pretende
observar,es comúnen el caso de aminoácidos(Veramp y col., 1993). Las variaciones
metodológicaseliminan algunosde los problemasy erroresexperimentalesque podían
encontrarseconla utilización del método de Bissony Fraenkel:

~ Previene la pérdida de linealidad en las representacionesde aétividad de
transportefrente a concentraciónde células que puede ocurrir con la utilización del
protocolo de Bissony Fraenkel.

Evita paradasde reacciónlentas y la pérdidade marcajeen las células por el
metabolismode la glucosatransportadahastaCO

2. Se sospechaqueestefenómenono es
interrumpidototalmentecon temperaturassuperioresa 0

0C.
‘ Elimina gran partede la unión inespecificade la glucosaa la levadura.

Los autoresquepropusieronestenuevoprocedimiento,comunicaronquela cinética
de transportede glucosa puede ser sensiblementedistinta a la tenida como cierta
tradicionalmentecuandoaplicanlas variacionescomentadasanteriormente.Seobservauna
reducciónde la cantidadazúcarunido alas célulascuandola concentraciónde glucosaen
la mezclade reacciónes superiora 50 mM y la velocidadcon quese transportaglucosa
esconstante,conindependenciade lascondicionesde represióno desrepresiónen quelas
células han sido recogidas.

El grupo de Bisson(Coonsy col., 1995) ha publicadorecientementeobjecciones
respectoa las reformas metodológicasplanteadaspor Walsh y col. (1994a). Estasse
apoyanen criterios teóricosdel transportepor difusión facilitada.Estimanque los pasos
intermedios de la reacción de transporte,donde el sustrato atraviesa la membrana
plasmática,sonmuy sensiblesala temperaturadelensayo(Seny Widdas,1962),de forma
que estiman que la parada del transportepor el uso de temperaturasbajas no es
aconsejable.Lamentablemente,no aportanningunaevidenciaexperimentalque apoyesus
razonamientos.Incluso,existenresultadosqueindicaríanquelas cinéticasde transporteen
Saccharomycescerevisiaeno estaríanafectadaspor la temperatura(van lersely col., 1995).

La exposiciónbrevereferidaa la metodologíaparamedir el transportede glucosa
indicaque,en principio, esaconsejablela utilizaciónde la variacióndelgrupode vanDam
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parala determinacióndel transporteen 5 segundosde glucosa.
Realizamosunaseriede pruebascon nuestrascepascon el métodode Walshy col.

(1994a),paradeterminarsi las condicionesválidasparaSaccharomycescerevisiae,lo son
también para Candida utilis. Comprobamosque la adición de un tampón con altas
concentracionesde glucosano marcaday temperaturaspor debajode 00C evita la pérdida
de radiactividadcontenidaen muestrasfiltradas y mantenidasfuera del vial de centelleo
hastaun máximo de 30 segundos.

No observamosdiferenciasde transportecuandolos ensayosse realizarona un pH
4.5 en vez de 6.5 como impone el métodooriginal. Utilizamos un pH 4.5, al serésteel
inicial en los mediosde cultivo K.

De igual manera,la radiactividadabsorbidapor lascélulas,resultaproporcionala
la concentraciónde biomasa,al menosen los ensayosrealizadoshastaun 10% (p/v) de
pesohúmedode biomasa.

A su vez, verificamosque el pasode filtración de la mezclade células y tampón
con glucosacon lasmembranasde filtración utilizadosen el protocolooriginal de Walsh
y col. (1994a) eliminaba la presenciade célulasen el filtrado. De esta manera,no fue
preciso sustituirel tipo de membranapor otros de distinto tamaflo de poro o de otra
composición,comosugierenCoonsy col. (1995).
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Fig. 36. Experimentosde transportede glucosautilizando solucionesde sustratoqueconteníanetanol (células
crecidasen glicerol). A Cepa3092.B CepaSDM-1.

Sin embargo, fue preciso la evaporacióntotal de los restos de etanol en la
preparaciónde las distintasconcentracionesde glucosamarcada.Esteetanol procedede
laspreparacionescomercializadaspor el fabricantede glucosamarcada,que se envasaen
una soluciónconteniendoalrededordel 3% de alcohol. Cuandolos ensayosse realizaron
consuspensionesglucosaque manteníanrestosde etanol,seobtuvieronel tipo de cinéticas
mostradasen las Fig. 36. Las cinéticas de incorporaciónde glucosa marcadano se
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correspondieroncon cinéticasde saturacióny se aprecianfenómenossimilaresa los que
seesperanen caso de la existenciade membranaspermeabilizadas.

Nuestralevaduraes muy sensiblea la permeabilizaciónde membranapor etanol
(leakoge),y puededeterminarsela salidaal medio externode compuestoscelularestras
tratamientoscon etanolen nuestralevadura(Villar, 1992). Además,ya sehan descrito
procesosde inhibición del transportede azúcarespor la presenciade etanol(van Uden,
1989).

Una vez optimizado el método para la determinaciónde la actividad total de
transporteinstantáneode glucosa,procedimosarealizarlos experimentosconlas doscepas
de trabajo, extraídasde cultivos en discontinuoen diferentesfuentesde carbono.

Estágeneralmenteaceptadola utilización de métodosde ajusteno linealespara la
determinaciónde las cinéticasde transportede azúcares,seapor el método de Eadie-
Hofsteeseapor el métododirectode Michaelis-Menten(Leatherbarrow,1990;Henderson,
1992; Fuhrmanny Vóllcer, 1993).El análisismatemáticorealizadoparala determinación
de los parámetroscinéticosse realizaronen funciónde los ajustessiguientes:

“Un sólosistemade transporte:Modelo deMichaelis-Menteny ecuaciónde Eadie-
Hofstee.

> Dos sistemasde transporte(al menos):Modelo de Michaelis-Menten.
Vnw.x~S VmaxS1 + 2 (3.17)
Km+S Kjn+S

1 2

y modelo de Eadie-Hofstee

v=-Km +.Y.+Vmax ~ Km+S1 1
2Km~S (3.18)

2

Además,últimamentese ha sugeridoque parte de la glucosaquese transportaen
Saccharomycescerevisiaey Schizosaccharomycespombe se debea un componentede
difusión pasiva(Fuhrmanny Vdlker, 1992;Wredey col., 1992; Fuhrmanny VÓllcer, 1993;
Vélker y col., 1995) o por la existenciade porospara glucosa(Fuhrmanny col., 1995;
Reinhardty col., 1995).En estecaso,la modelizaciónde los resultadosexperimentales,se
realizó de acuerdoa las siguientesecuaciones:

Modelo de Michaelis-Menteny difusion:
Vnw.xSds

I~ +s (3.19)

Donde el término se refiere al componentede difusión o cantidad de glucosa
transportadaa travésde un poro.

Modelo de Eadie-Hofsteecon un componentede difusión:
1>

y = -Km +— -s-Vmax-s-d•(Km+S) (3.20)s
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3.6.2.1. Cinéticasde transporteen condicionesde desrepresión.Los primeros
análisisrealizadosfueronen célulasque crecieronsobreglicerol. Obtuvimoslas cinéticas
mostradasen la Fig.37A. Procedimosa ajustarlos datosexperimentalessegúnlos modelos
citadosy obtuvimoslos siguientesparámetrosajustados(TablaXXXIX).

Los abordajesde análisis que arrojaron un mejor ajuste fueron, en general, los
realizadoscon los modelosde cinéticasmichaelianascon las representacionesdirectade
los datos,de acuerdoa lo expuestopor Henderson(1992),que recomiendala realización
de los estudiosde las característicascinéticasmediantemodelosdirectosde ajuste.

Los valoresde velocidad máximadeterminadosen la cepaparentalfueronmuy
superioresa los que generaronlos experimentoscon la cepamutante.Esto se reflejó con
todos los sistemasde ajuste utilizados, y resultó ser la diferencia más importante
encontradaen el estudiocomparativoentreambascepas.

Al considerarlos componentesencargadosde transportarla glucosaconlas técnicas
de ajustecomplejo,encontramosen ambascepasun componentede granafinidad por el
transporte(Km en el rangode 10.2 mM), queidentificamoscomoel sistemade transporte
activo, cuyaexistenciaen condicionesde desrepresiónha sido comunicadapor distintos
autores(Postmay col., 1988; Peinadoy col., 1989).La cantidadde glucosatransportada
por estesistemaresultaser minoritario al compararlocon la capacidadtotal de transporte
contenidaen ambascepas,aunquela Vmax calculadade estecomponentefue semejante
a los valoresdeducidospor Peinadoy col. (1989)paracultivosen discontinuoconglicerol.
Las diferencias fundamentalesentre ambas cepas ensayadasse observaron en el
componentede transporteno ligado a un cotransportecon protones.La cepaparenta]es
capazde transportargran cantidaddel azúcar.De estamanera,en la representacióngráfica
de los resultadossepudo intuir la existenciade un sistemade transporteresponsablede
la mayor proporción de glucosatransportaday el sistema de alta afinidadsólo resultó
reveladomediantelos análisisestadísticos.Sin embargo,fue notorio que la cepamutante
mostró escasacapacidadde transporteinstantáneodel azúcar.

Comose ha discutido la existenciaen Saccharomycescerevisiaede otros sistemas
de transporte,ademásde la difusión facilitada, como la difusión pasiva o transportea
travésde poros(Fuhrmanny Vt3lker, 1992;Wredey col., 1992;Fuhrmanny Vblker, 1993;
Vólicer y col., 1995; Fuhrmanny col., 1995; Reinhardty col., 1995) que apoyan otros
análisis del transponeen levaduras(GonQaives y Loureiro-Dias, 1991; Grobben y
Herweijer; 1991),nospreguntamossi nuestrosdatospudierandarpesoala ideasustentada
por el grupodel Prof. Fuhrmann.Aunquese puedededucirla existenciade ciertacantidad
de glucosaquepudieraentraren la célulasin transportadoro por un poro, las correlaciones
de los ajustesno son buenasen el casode la cepaparental.En el casode la cepaSDM-1,
el valor atribuibleaestenuevocomponentesemovíaen un rangoamplio, aunqueel ajuste
fuera mejor que en la cepa parental. La posibilidad de la existencia real de este
componentesecomprobaráen los estudioscon célulasprovenientesde glucosa(apartado
3.6.2.2.).

Peinadoy col. (1989)encontraronla explicaciónde la respuestasdel transportede
glucosa en función de la concentración externa de glucosa por fenómenos de
cooperatividad.Nosotroshemosprocedidoa realizar los análisis correspondientespara
determinarla viabilidad de estefenómenotras determinarel transportecon estasnuevas
técnicas(flg. 38). Encontramosqueno existenmotivosparaestimarla existenciade estos
fenómenosen el transportede glucosa.
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3.6.2.2.Cinéticasdetransporteen condicionesderepresión.Cuandoexaminamos
las característicasde] transporteen célulascrecidasen glucosa como fuente represora,
encontramosnuevasdiferenciasentreambascepasy respectoa los resultadosdescritosen
las célulascrecidasen glicerol.

La cepa parental muestra una capacidadpara transportargluco~a en estas
condicionesque es inferior a la determinadaen los cultivos con glicerol, aunquese
mantenganen los mismosórdenesde magnitud.Esteesun resultadosimilaral descritoen
Sacc/zaromycescerevisiae,dondese encontróque la capacidadmáximaparatransportar
glucosano dependedel estado fisiológico de represióno desrepresión(Walsh y col.,
1994a)(flg. 37B).

Al estudiarlos componentesdel transporteen las célulascrecidasen glucosa,el de
alta afinidaddesaparece(Tabla XL), de acuerdoal caracterreprimible de este sistema.
Aunque se puedemodelizarun sistemacon dos componentes,uno de ellos se ajustacon
una Km negativa,quecarecede sentido fisiológico.

Otra vez, los ajustesqueincluíanel componenteajeno ala difusión facilitadao al
transporteactivo, sugirieronla improbabilidadde dichocomponenteen Candidauzilis.

Nuestrosresultadosson distintos a los comunicadosen anteriorestrabajosconesta
misma cepa, crecida en condicionessemejantes.Mientras que Peinadoy col. (1989)
muestranuna figura en la que se puededistinguir dos componentes(fig. 6 de dicho
trabajo), nosotroshemosobtenidouna gráfica monofásica.

Los resultadosconseguidosmediantela utilización de la técnicaclásicade medida
de transponede azúcaresconcluyeronque, aparentemente,el transportede glucosaen
nuestra levaduraestabamodulado por el propio sustrato.La basefisiológica de esta
modulaciónfue atribuida a distintasrazones:la existenciade distintos transportadoresde
difusión facilitada con diferentesKm parael transporte(Postmay col., 1988) o regulación
alostéricao de cooperatividadde un único sistemade transporte(Peinadoy col., 1989).
Nosotrosno hemosencontradoque el transportede glucosaseamoduladoen la cepade
Candida utilis parental,a excepcióndel carácterreprimible del sistemade alta afinidad
(Fig. 38 y 39). Ni la capacidadmáximade transporte,ni la afinidad global por la glucosa
varían, independientementede los factoresambientalesen las quela célulaha crecido:en
glicerol (ausenciade glucosa) o en glucosa. Es preciso discutir la razón de estas
discrepancias.

Las técnicasclásicasfracasaronal intentarextrapolarlas velocidadesde transporte
de glucosadeterminadasen célulasdesenergizadaso in vivo conlas tasasde consumode
glucosaen célulascreciendosobreglucosaen lasmismascondicionesexperimentalesque
las de la medida del transporte.Se observa una infravaloración de la capacidadde
transportecuando las condicionesexperimentalesimponían la presenciade cantidades
significativasde glucosalibre en el medio (ng. 5 del trabajo de Postmay col., 1988).

Nosotroshemosrealizadoun abordajesimilar al expuestopor Postmay col. (1988)
paraestimar la capacidadde transportede glucosa in sitie total y compararlos valores
obtenidoscon las tasas de consumode glucosacalculadasen cultivos continuossobre
glucosa.Tomandolos valoresde glucosaresidualen el fermentadory consid¿randoque
la cinéticade transponede glucosaobedeceaun comportamientobásicamentemichaeliano,
sepuedecalcularlos valoresde velocidadde transporte¿vi sitie en Candidautilis 3092(Fig.
40).

En las observacionesrealizadasabajastasasde dilución,al aplicar los parámetros
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Fig. 40. Relaciónentrela actividadde transportey la tasade consumodeglucosaen cultivo
continuode la cepa3092’. A Cálculode la tasadeconsumode glucosaapartir delas cinéticas
detransportede glucosaen célulascrecidasen medioYPD-glucosa.B lasade consumopor
transporteactivo de glucosa.C Sumade las tasasde consumopor difusión facilitada y
transponeactivo (C=A+B). Símbolos: (O) Estimaciónde la tasade consuméde glucosa
calculadaapartir de los datosde transporte.(e) Consumoreal de glucosaen cultivo continuo
q= ~Y.

Lesdatosdeconsumodeglucosaapartir de las cinéticasde transporteenaquellasdilucionesdondelacantidadde
glucosaresidualfueindetectable,se calculésuponiendoquelacantidaddeglucosaresidualrealen el fermentadores,
como mAximo, igual a la cantidaddeglucosaqueseconsumeen3 s (tiempomediode muestreo).
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deducidosde nuestros trabajos de transpone,no fuimos capacesde explicar ni la
concentraciónresidual de glucosa, ni la tasa de consumo. Estas pudieron predecirse
considerandofundamentalmenteel transporteactivo de glucosa,estudiadopor Peinadoy
col. (1989) en cultivos continuos.La razónse explica a continuación:

En nuestrosexperimentossobre la cinética de transporte,las células utilizadas
fueronrecogidasde medioscon altasconcentracionesde glucosa.En estascondiciones,el
transponeactivode glucosaseencuentrareprimido,de forma queresultaindetectablepor
métodospHmétricos. Así, nosotrosmodelizamoslas cinéticas de transportemediada
fundamentalmentepor difusión facilitada en las células recogidas de los cultivos
discontinuoscon glucosa.

Sin embargo,en cultivos continuoscon glucosaabajastasasde dilución,existeun
importantecomponentede transporteactivo, observaciónen la quecoincidentantoPostma
y col. (1988)comoPeinadoy col. (1989).Sepuedededucir,por tanto,queen las regiones
de tasas de dilución dondela concentraciónde glucosa residualera menor de 10 ~aM,
nuestro modelo para calcular la tasa de consumode glucosaa partir de los datos de
transportenecesariamenteno esválido.

Cuando se utilizaron las constantescinéticas de transportede glucosa global
deducidasen la cepaparentalcrecidaen glucosa,logramospredecirla tasade consumode
glucosaen las regionescon un valor de tasade dilución y la concentraciónde glucosa
residualaltas. Precisamentees en esterango de dilucionesdonde los datosobtenidosde
Posmiay col. (1988)y Peinadoy col. (1989) no ofrecenresultadossatisfactorios.De esta
manera,podemospesarquelas velocidadesde transporteinstantáneode glucosason muy
semejantesa las que sepudierandeterminaren las fasesde consumoestablede glucosa
en estacepa.Así sepodríandescartarprocesosde regulaciónen el transponequefueran
debido al estadode actividad metabólica.Otros sistemasde regulaciónse descartaron
mediantela realizaciónde los ajustesde Hill (Fig. 39A). La actividadde transporteresulta
ser directamentedependientede la concentraciónde glucosaen el ensayo,por lo queno
esesperablefenómenosde cooperatividad,comoseexpusoen el apartado3.6.2.2.

Deducimosque la técnica tradicional infravalora las velocidadesde transporte
cuandola concentraciónde glucosaexternaes alta (en el rango de mM), tal como sería
esperablesegúnel análisiscomparativoentrelas técnicasclasicasy la modificacióndel
grupo del Prof. van Dam (Walsh y col., 1994a). Esto explicadapor qué Peinadoy col.
(1989) determinaronuna cinética de transponebifásica en células de Candida utilis
crecidasen glucosaen discontinuo.Nosotrosmedimosmayorvelocidadde transporteen
dichascondicionesy creemosquenuestrosresultadosseacercanmása la realidadquelos
estimadosen trabajosanterioresal sercapacesde predecirlas tasasde consumodeglucosa
en medioscon concentracionesde glucosaen el rango de mM.

Por tanto, esesperableque los valoresobtenidosde célulasdesenergizadassean
extrapolablesalos quepuedenmostrarlascélulascuandoestáncreciendoenun mediocon
glucosa,por lo quelas hipótesisaventuradassobrela existenciain vivo de un componente
de transportede baja afinidad(Km entre70 mM y 1 M) no parecenreales.Estosresultados
coincidencon otros previamenteestablecidosen Saccharomycescerevisiae,que desechan
la creenciaestablecidade un transportede muy baja afinidad en estalevadura(Walsh y
col., 1994a;Walsh y col., 1994b) y de otros determinadosen el transponede otros
azúcares(Benito y Lagunas,1992).Estefenómenopareceestar ligado a la metodología
utilizada, pueses comúncuandose utiliza las técnicasclásicasde medida de glucosa.
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Con los datosobtenidospor nosotros,no podemosidentificar si la responsabilidad
del transportepordifusión facilitadade glucosaen Candidautitis crecidaen glucosarecae
en un único sistemao en un sistemacomplejode transportadorescuyainteracciónsepuede
modelizarmedianteun sistemade transponecon una única Km aparentede alrededorde
2 mM. Sin embargo, se tienen pruebasde la existencia de varios transportadores
funcionalesen Saccharomycescerevisiae. La regulación de la síntesis de distintos
transportadorespor la presenciade glucosa (Bisson y col., 1993; Ozcan y col., 1993;
Theodoris y col., 1994) en Saccharomycescedevisiaeexplica por qué la afinidad del
transportede glucosacambiadependiendode la concentraciónexternadel azúcaren esa
levadura(Ózcan y Johnston,1995; Ciriacy y col., 1995; Reifenbergery col., 1995).

Podemosconcluir, por lo tanto, que en la cepaparentalexistendos sistemasde
transporte,reguladosde la siguientemanera:

En cultivos crecidosen condicionesde desrepresióncoexistenun transporteactivo
con una Km aparentede 10-20 1aM y un componentede transportede difusión facilitada
con unaKm de alrededorde 2 mM. Esteúltimo componentees el queseconserva,con
semejanteafinidadaparenteen cultivos realizadosen condicionesde represión.

En los experimentosrealizadoscon la cepamutante,seencontraronresultadosque
la diferenciabande la cepaparental(Fig. 37B). En primer lugar,la cepa5DM- 1 fue capaz
de duplicar la capacidadde transportarglucosa al compararlacon células crecidasen
ausenciade esteazúcar.Esteresultadopuedesugerirque, en estacepa,la capacidadpara
transportarglucosapuedeestarmoduladapor la presenciadel sustratoque se transporta.
Al contrario que en la cepa parental, la modelización del transportede glucosaen el
mutanteresultóen la caracterización,de nuevo, de un sistemade alta afinidad (con una
Km de, al menos,un orden de magnitud menorque el sistemade bajaafinidad) (Tabla
XL). Estosresultadossonconsistentesconlos expuestosen el apartado3.5.2.3.y 3.6.2.2.,
dondedeteminamosla persistenciadel transporteactivo en célulascrecidasen glucosay
la alta afinidad por glucosaatasasde dilución bajasen cultivos continuos.

La posibilidadde la existenciade difusión pasivaen el mutante(apuntadaen el
apartadoanterior)sedescarta,puesestecomponentedeberíaapareceren todaslos ensayos
de transporte,con independenciade los estadosfisiológicosen el que seencontrabanlas
células cuando fueron recogidas.De esta manera, nuestrasconclusionespara ambas
levadurasestudiadas,se alinean con las de aquellostrabajosque sostienenla ausenciade
estostipos de transponede azúcaresen levadurasy microorganismosen generalrealizados
mediantedistintosabordajesexperimentales(Lengeler,1993;Walsh y col., 1994a; Walsh
y col., 1994b; Reifenbergery col., 1995; Gamoy col., 1995; Coonsy col., 1995).

Cuandointentamosensayarel gradode fiabilidad dela determinacióndeltranspone
de glucosa,mediantela comparaciónde los valoresde transportepredeciblescon las tasas
de consumode glucosaen cultivos continuos,utilizando las mismasconsideracionesque
las descritasen la cepaparental,observamoslos siguientesresultados(Fig. 41):

Como sucedíacon la cepaparental,las tasasde consumocalculadasa partir de la
cinéticade transportecorrespondientesa las tasasde dilución másbajas,resultaronsermuy
inferioresalas reales.Mientrasqueen la cepaparental,losestudioscinéticosdel transpone
de glucosaen célulascrecidasen glucosa,no considerabanla tasasde transporteactivo
reprimido, en el mutantesí existeestetranspone.En principio, estecomponentedebería
explicar las tasasde consumode glucosaa D bajas. Sin embargo,la actividadregistrada
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Fig. 41. Cálculodelastasasdeconsumode glucosaencultivo continuoconglucosade la cepa
SDM-l, apartir de la cinéticade transportedeglucosaobtenidosde célulascrecidasen medio
YPD-glucosa’.A Datos de consumocalculadosa partir de los datosde la cinética de
transporte.B Consumode glucosacalculadopor transponeactivode glucosaen muestras
procedentesdel fermentador.C Sumadelas tasasdeconsumoprocedentesdel transponede
glucosapor difusión facilitaday transporteactivo. Símbolos:(O) Datos teóricosde consumo
calculadospor las actividadesdetranspone.(O) Transportede glucosadebidaúnicamentea
difusión facilitada, trasdescontarel componentede transporteactivo de las cinéticasde
transporteinstantáneode glucosa.(e) Consumoreal de glucosa.

Cuandolacantidadresidualde glucosafue indetectableen el fennentador,los cálculosparadeducirlas tasasde
consumodel azúcarserealizaroncomo en laflg. 40.
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en cultivos discontinuoscon glucosaes muy inferior a la que hemosdeterminadoen
cultivo continuo. Esto reafirma la observaciónde que, aunquela cepa5DM- 1 mantiene
ciertacapacidadde transporteactivo de glucosa,éstees parcialmentereprimible por altas
concentracionesdel azúcar en el medio. Son las actividades de transporte activo
determinadasen muestrasextraídasdel fermentadorlasque soncapacesde suministrarel
flujo de glucosaqueseconsumea tasasbajasde D en SDM-1. Además,pareceplausible
que la modulaciónaparentede la capacidadmáximade toma de glucosamediantealgún
mecanismodependientede la concentraciónde glucosaexternadescritaen el mutante,
puedanexplicarel fracasode la extrapolaciónde las cinéticasde transportecon las tasas
de consumoa bajastasasde dilución. Ya hemosmostradoque la Vmax de transportede
glucosaen célulascrecidasen glicerol (es decir,en ausenciade glucosa)es la mitad que
la mostradaen célulascrecidasenpresenciade glucosa.En cultivos continuoscon glucosa
comofuentede carbono,sepuedereproducirla situaciónde ausencia-presenciade glucosa.

Sólo cuandola concentraciónde glucosaresidualen el fermentadorfue alta, las
cinéticasde transportecalculadasen la cepaSDM-1 pudieronexplicarlas tasasde consumo
de glucosa,puesla vía fundamentalpara la entradade glucosadentrode la célula es la
difusión facilitada.

Como en el casode la cepaparental, los datosde transportetomados¿vi vitro son
válidos paraestimarlas tasasde consumode glucosaen condicionesfisiológicasestables.
Recientemente,se ha descrito que las determinacionesde la tasa de transporteen
Saccharomycescerevisiaemediantemétodosradiactivos,no eranútilesparapredecirla tasa
de consumoin vivo, al menosduranteestadosde consumotransitorios,por la existencia
de un efecto inhibitorio de la glucosa-6-P(Rizzi y col., 1996). Esta hipótesisrescata
antiguasobservacionesde Kotyk y Kleinzeller (1967),Azam y Kotyk (1969)y SoIs(1967)
y utilizadasparaelaborarmodelosde consumode azúcares(Galazzoy Bailey, 1990; Grosz
y Stephanopoulus,1990), aunquefuerondiscutidasposteriormentepor Pereay Gancedo
(1979). No parece,por tanto, queesto sealo que ocurre en Candida urilis, comohemos
demostradoaquí.Por otrolado,existenreferenciasbibliográficas,que indicanquelas tasas
de consumode glucosapuedenllegar a 13.8 mmoY(gh) (van Urk y col., 1989), en
experimentosde pulso de altasconcentracionesde glucosaen cultivos continuosestables.
Este valor de toma de glucosa está en el mismo orden de magnitud que la actividad
transportadorade glucosaen la cepaparentalquehemosdeterminadoexperimentalmente,
por lo que no esperaríamostampocoque la acumulaciónde glucosa-6-Pen células
metabólicamenteactivospudierainterveniren la tasade transportede glucosa.

Comoconclusiónde los análisisrealizadosen esteapartado,la cepaSDM-l, parece
quemuestraunaactividadtotal de toma de glucosa,cuyacapacidad,aunqueno la afinidad,
parecedependerde la fuente de carbonoconsumidapor la células.Estaresultaser una
diferenciafundamentalrespectoa las conclusionesobtenidasen la cepaparental3092.
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3.6.2.3. Dependenciade la actividad de transportede glucosapor factores
ambientalesen la cepa SDM-l. Mrontamosel estudio,con mayor profundidad, del
caráctermodulabledel transponede glucosaen el mutante,quejunto ala menorcapacidad
de transportefueronlas diferenciasmásimportantesencontradasal compararestaactividad
con la de la cepaparental.

Realizamosestudiossobreel tiempo necesanoparaprocurarun incrementoen las
capacidadesde transportede glucosa,cuandola cepaSDM-l se transíadabade un medio
con fuentede carbonono fermentablea glucosa,y viceversa.Los resultadosobtenidosse
muestranen las Fig. 42.
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FÍg. 42. Evolución de la capacidadmáximade transponede glucosa(concentraciónde glucosa100 mM en los
ensayosde transporte),durantelas primerashorasdespuésde transferirbiomasa(DO- 4) de medioscon glicerol
a medioscon glucosay viceversa.A Transferenciaa mediocon glucosa2% (p/v). B Célulascrecidasen medio
con glucosase reinocularona medioscon glicerol. Sfmbolos:(U) Biomasa.(O) Capacidadde transporte.

Durante los tiempos de experimentaciónno apreciamosun cambio de las
capacidadesmáximas de transportecon concentracionessaturantesde glucosa. Estos
resultadosindican que no pareceposible que los mecanismosque mediaran en el
incrementode la capacidadde transportefueran por regulaciónde los transportadores
preexistentesantes del cambio de fuente de carbono. Los procesos de inhibición,
inactivación, modulación por cooperativismo,alosterismo,etc. se manifiestandurante
tiemposde experimentaciónmáscortosquelos utilizadospornosotros.Esto indicaríaque
el mecanismomásprobable implicado en la modulación de la velocidad máxima de
transponede glucosaestadamediadopor síntesisde proteína.

Nos planteamosla influencia del flujo metabólico en las cinéticas de toma de
glucosade mutanteSDM-1. Describimosen el apanado3.5.3.3.cómola afinidadpor la
glucosaparecíadependerde la presenciade fuentesde carbonoalternativasquesustentaran
el crecimiento.Entonces,las célulascon una capacidadde consumode azúcaressaturada
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eran capacesde modular la afmidad o/y la tasa de consumo de glucosa y nos
preguntábamospor la influenciadel transportede g]ucosaen el fenómeno.

Seha comunicadoquela utilizaciónde técnicasde medidade transportede glucosa
que precisanun ensayode alrededorde 5 segundos,puedenarrojarconclusioneserróneas
respectoa la capacidadmáxima de transportede glucosa en células afectadasen la
capacidadpara metabolizarglucosa(Walsh y col., 1994b; Walsh y col., 1994c). Si el
mutantetuviera defectosseriosqueimpidieranel consumorápido de glucosacuandolas
muestras fueran extraídasde medios con glicerol, entonces podríamosexplicar la
modulaciónaparentedel transportede glucosaen dependenciacon el sustratode origen de
las levaduras.

Gancedoy col. (1967) comunicaronque la actividad de consumode glucosaen
Candida¿allis puedeestarmuy limitadaen muestrasprecrecidasen medioscon unafuente
de carbonooxidable,por el bajonivel de actividadpiruvatoquinasa.Esto indicaríaqueel
descensode actividadde transportede glucosaen célulasprocedentesde glicerol pudiera
debersea una incapacidadparaconsumirla.

Paraconfirmarla hipótesisque relacionauna bajacapacidadde consumocon baja
velocidadde transporteaparente,realizamoscultivos del mutanteen presenciadel análogo
de glucosa2-desoxiglucosa.En este caso, los valoresde consumode glucosaque se
puedendeterminaren célulasdesenergizadasprocedentesde estoscultivos fueron muy
inferioresa los que se hallaronen los experimentoscontrol:

En células procedentesde glucosase puedeconseguirtasasde consumode 113
nmo]/(mg prot Ii), mientrasqueen célulasque estuvieroncreciendoen presenciade 2-
DOG se alcanzarontasasde consumode 67±2.35 nmol/(mg prot~h); es decir se redujo
la capacidadde consumoen un 40%. Cuandolas células desenergizadasprocedíande
cultivos con glicerol, entonceslos valores de consumo fueron cercanosa 85 nmol
glucosa/(mg prot~h>. Sin embargo, en células crecidas en medios con glicerol y 2-
desoxiglucosa,estevalor se redujo a51±5.68 unidades(reducciónrespectoal control de
un 40%).

La reducciónde la actividadde consumodel azúcarpudo debersea la apareción
de la actividad fosfatasade hexosas-fosfatoqueya hemosdescrito y/o a otros efectos
paralelosen el metabolismode las levaduraspor 2-DOGquese handescrito(ver Gancedo
y Serrano,1989>.

De esta manera,tuvimos un sistemacon el quepudimoscontrolar la capacidad
metabólicade la levadura.

Los resultadosobtenidosde las cinéticasde transponede glucosaenla cepaSDM-1
en células crecidasen medioscon 2-desoxiglucosa,se muestranen las Fig. 43. Los
parámetrosde transportese muestranen la TablaXLI. Mientrasque los valores de Km
aparenteno resultabanestarmuy afectadosporel análogodelglucosa,la Vmax seencontró
disminuidaen las célulasprocedentesde medioscon 2-DOG-glicerol. Sin embargo,la
Vmax conseguidaenmuestrasprocedentesde medioscon glucosay 2-DOG, fuesemejante
a la que seconsiguióen los experimentoscontrol sin el análogo(ver tabla XL).

Si el mucanteno pudieramecabolizarla glucosatransportada,enLocesel azúcar
transportadoy no metabolizadoseacumulaseen el interior celular.Hemosdescritoque
existe un componenteimportante de difusión facilitada en el transportede glucosa.
Ateniéndonosal conceptode difusión, la acumulacióndel sustratodisminuiríael gradiente
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Fig. 43. Transponeinstantáneoen la cepaSDM-1 crecidaen mediosdondeestabapresente
2-desoxiglucosaal 0.2% (p/v). Sfinbolos: (e) Resultadosdemuestrasprocedentesde cultivos
en mediosYPD-glucosa(2%). (0) Resultadosde célulasprocedentesdemediosYPD-glicerol
(2%).

TablaXLII. Parámetroscinéticos del transponede glucosaen la cepaSDM-l crecidaen

medioscon2-desoxiglucosa.

Modelo componente1 componente2

Vmax

Eadie-Hofstee

directo 176±14

compuesto 163±12

Km(mM) A Vmax

medioglucosa-desoxiglucosa

Km(mM) A

8.5±1.7 0.76

5.7±3.2 -7.8±1.9 1.2±0.3 0.88

Michaelis-Menten

directo 175±15

compuesto 164±15

8.2±1.5 0.78

5.9±2.1 -5.7±2.1 1.3±0.5 0.89

medioglicerol-desoxiglucosa

Eadie-Hofstee

directo 49±6.2

compuesto 67±6.3

4.3±0.9 0.66

7.0±0.9 -16.±4.2 1.8± 0.90

Michaeis-Menten

directo 47±45

compuesto 68±7.5

4.2±0.8 0.68

7.5±0.1 -15±3.8 1.7±0.2 0.92

u
u
1
1
u
¡
£
u
u
u
¡
u
u
u
¡
u
¡
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de concentraciónentreel exterior y el interior celular, provocandoun descensode los
valoresaparentesde transporte.

Pudimosconcluirqueno eradirectala relaciónentreunareducciónde la capacidad
de consumode glucosay el descensode la tasaaparentede transporte,pues,aunqueesto
sucedíaen los experimentoscon célulascrecidasen glicerol, no pudimosconfirmar la
hipótesisen células tomadasde medioscon glucosa.

Por otro lado,contrariamentea lo consignadoporGancedoy col. (1967),Candida
utilis, aunqueno inicia un crecimientoinmediatamentedespuésde que la levadurahaya
sido transferidade un medioconfuentesde carbonooxidablesaotro conglucosa(ver Fig.
42), no indicaqueseaincapazde metabolizarla glucosadel medio.Existe la objecciónde
quelos nivelesde piruvatoquinasapuedanseraltosen cultivos con glicerol. Estesustrato
ingresaen el flujo metabolicoen forma de DHAP, de forma que parte del glicerol
consumido requiereel paso de la piruvato quinasa para ser oxidado. Sin embargo,
experimentosadicionalescon etanol, mostraronque la levaduraescapaz de consumir
glucosainclusoen célulasprocedentesde cultivos con etanol, cuyo circuito de hidrólisis
no precisa,en principio, de unagran actividadpirucatoquinasa(Fig. 45). Esteasuntoserá
discutidomásprofusamenteen el apartadosiguiente.

3.6.2.4Relacióndel transporteconel controldel consumodeglucosa.Ya hemos
comentadoquelos datosde tomade glucosase ajustarona las tasasde consumorealesde
glucosaen cultivos continuosde glucosaen la cepaparental.Sin embargo,los valoresde
Vmax de transporteexcedensignificativamentelos valores máximos de consumode
glucosaen las dos cepasutilizadas,cualquieraque sea la forma en quese cultivaron,
continuoo discontinuo.

Fue necesarioel estudio de la capacidadde consumode glucosacon el fin de
enfrentaríasa la del transporte.A su vez,esteestudionospermitiríaconfirmarsi la razón
hipotética de la desrepresiónen el mutanteesla escasacapacidadde transportarglucosa.

Obtuvimos levadurasdesenergizadasrecolectadasen las mismascondicionesque
las utilizadaspara la medidadel transponede glucosa.Ensayamosentoncesla capacidad
paraconsumirdistintasconcentracionesde glucosa.

Los resultadosse muestranen las Fig. 46. Los análisisde las constantescinéticas
parael consumode glucosapor célulasdesnergizadas,se muestranen la Tabla XLII.

Aunque en los cálculos realizadosde las constantescinéticasde consumode
glucosa,se asumíancomportamientosmichaelianos,esto no siempreocurría así. En los
ensayosde consumocon altas concentracionesde glucosa,seobservóeventualmenteque
la velocidad del consumo descendíaligeramenteen comparacióncon experimentos
realizadoscon concentracionesinferioresde glucosa.

De cualquiermanera,sepuedecomprobarcomola afinidaddelconsumodeglucosa
es semejantea los valoresde Km deducidosde la capacidadtotal de transporte.La cepa
parentalmuestrauna afinidadligeramentemayorque el mutante,independientementede
la fuente de crecimiento.Otra vez, encontramosque las levadurasfueron capacesde
consumirglucosa,inclusocuandolas célulasutilizadasen el ensayoprocedíande medios
con fuentes de carbonono fermentables,en contraposicióna los datos ofrecidospor
Gancedoy col. (1967). Ificluso la capacidadmáximaparaconsumirglucosano depende
de la fuente de carbonoque sustentóel crecimientode las levaduras.Estos resultados
indicaronquelasvíasglucoliticasen Candidautilis no parecenestarsujetasa los mismos
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Fig. 46. Cinéticasde consumode glucosaen célulasdesenergizadas.Comparacióncon las
tasasesperadaspor transportede glucosa.A Cepa3092 precrecidaen glucosa2% (p/v). B
CepaSDM-l procedentede medioconglucosa2% (plv). CCepaparenta.ltomadade medio
conglicerol2% (p/v).D Cepamutantecrecidaen medioconglicerol 2% (p/v). Símbolos:(O)
Datosexperimentalesdeconsumode glucosa.La líneadiscontinuarepresentala evolucióndel
consumosegúnla concentraciónde glucosaenunacinéticade saturaciónapartir delosdatos
reales.La líneapunteadarepresentala tasateóricadeconsumoapartir delos valoresde las
cinéticasde transporte.
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tipos de regulacionesquelas queseaprecianen Saccharomycescerevisiae,en dependencia
de la naturalezaoxidativa o fermentablede la fuente de carbono.De estamanera, las
cinéticasquemostraronunareducidaactividadde transporteen el mutanteencultivos con
glicerol no podríanexplicarsepor la incapacidadparametabolizarglucosacomo podría
sugerir el trabajo de Walsh y col. (1994by 1994c).

TablaXLII. Constantescinéticasparael consumode glucosaen célulasdesenergizadas
procedentesde la faseexponencialde cultivos con distintasfuentesde carbono’.

recolectadas 3092 SDM-1
de medioscon

glucosa

glicerol

Ks qmax Ks qmax

1.84±0.21 105±0.55 5.43±0.64 113±1.24

2.64±0.02 117±1.23 4.55±0.32 84.5±0.96

1 Unidades de afinidad en mM. Unidades de tasa de consumo en nmol glucosal(mg proumin). Las

concentracionesiniciales de las fuentesde carbonoen los mediosde crecimientofueronde 2% (p/v). En los
cálculos cinéticos se asume que el consumode glucosa sigue una cinética michaelianaen relación a la
concentraciónde glucosa.Los valoresde las tasasse calculanuna vez quese alcanzanlas fasesde consumo
establestras la adición deglucosaalas suspensionescelulares.

Otrade las característicasencontradas,esque la velocidadmáximaconquenuestras
levadurassoncapacesde metabolizarglucosaresultóserclaramenteinferiora la capacidad
máxima de transportar e] azúcar, con la excepción de los ensayoscon el niutante
procedente de cultivos con glicerol, donde ambas actividades son semejantes.
Aparentemente,la actividadinstantáneaparatransportarglucosaseencuentraen exceso
respectoa la capacidadparaconsumirla,especialmenteen cultivos realizadosconglucosa
como fuentede carbono.

Esteresultadoindicaríaque aunquela tasade transponede glucosaen el mutante
fuera inferior a la halladaen la cepaparental,sin embargono pareceríala causade la
desrepresión,puesel mutanteseríacapazde mantenerunosflujos metabólicossemejantes
a la parental.Esteresultadoresultaconsistentea los datosofrecidosen los estudiosde las
tasasmetabólicasrealizadosen cultivos en discontinuocon una variedadde fuentesde
carbono.

Los análisisde los resultadosobtenidosen nuestracepaparentalsugirieronquela
actividadtransportadorade glucosaessemejanteen célulasdesenergizadasy en célulascon
altos flujos metabólicos.Se puedesuponerque, duranteun consumoestablede glucosa,
la cantidadde glucosatransportadanetaessemejanteala metabolizada,puesla actividad
de los pasosimplicadosen las rutasde consumode un sustratoson igualesa la del flujo
total en sistemasestacionarios,siempreque no existala acumulaciónde algúnmetabolito
intermediario(Kacser, 1989; Westernhoff, 1989; Felí, 1992).Nos preguntamoscómola
levadurapuedecompatibilizarun hipotético excesode transportecon flujos metabólicos
más reducidos.Puedenplantearsedistintasopciones:
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~ La velocidadde transportede glucosainicial no es igual que la que sepudiera
encontraren célulascon crecimientosestables.Los análisisde los resultadoscon ambas
cepasen trabajoscon cultivos continuosdescartanesta explicación. Aunque ya se ha
propuestouna posible modulacióndel transporteen condicionesde consumoestable,
comparadacon el transporteinicialde, recientemente,se ha propuestoque la actividadde
transporteen Saccharomycescerevisiaeseinhibepor la acumulaciónde glucosa-6-fosfato
(Rizzi y col., 1996).

b La únicaposibilidadracional,paraambascepas,esquela levaduraacumulealtas
cantidadesde glucosalibre en la célulacuandola concentraciónde azúcarexternaseaalta.
Hastaahoraseha propugnadoque la concentraciónde glucosalibre en el interior de las
levadurastiendea ser muy baja (Gancedoy Serrano,1989). Sin embargo,la posibilidad
de la existenciade altas concentracionesde glucosa libre en determinadassituaciones
dentro de Saccharomycescerevisiae ha sido deducida recientemente(van Dam,
comunicaciónpersonal).Nosotroshemosintentadodeterminarla cantidadde glucosalibre
en células desenergizadasutilizando los métodospara la determinaciónde metabolitos
propuestapor el grupodel Prof. van Dam (deKoning y van Dam, 1992). Sin embargo,los
resultadosalcanzadosno fueronconcluyentese indicaronqueseríaprecisola modificación
del protocolo o la utilización de otro tipo de técnicasexperimentalespara calcular la
glucosalibre intracelular (datosno mostrados).

Nos hemospreguntadopor el papeldel transporteen la regulacióndel consumode
glucosa.Ya hemosdeterminadoque en los experimentoscon la técnica de cultivos
continuos,podemosextrapolarla tasade consumode glucosaen condicionesestablescon
la velocidadde transponeinstantáneo.Sin embargoel rangode concentracionesde glucosa
libre en el mediono excedíade 15 mM y nosotroshemosensayadoparalos experimentos
mostradosen esteapanadoconcentracionesde glucosasensiblementemayores.

Con estefin hicimos estudiosde buscandola relaciónde cómose afectabala tasa
metabólicacuandola velocidadde transportede glucosaseincrementabafraccionalmente.
Paraello, utilizamosunaaproximaciónsemejanteala desarrolladaen la TeoríadelAnálisis
del Control Metabólico(como revisión, ver Feil, 1992).

Los resultadosse encuentranen las Fig. 47. Como era esperable,cuando la
concentraciónde glucosa inicial era menor o parecidaa la Km para el transportede
glucosa,cualquier incrementoen la tasade transportede glucosateórico, implicabaun
aumentosimilar en la velocidadcon que la glucosaeraconsumidapor las células.Este
dato está en consonanciacon aquellosque indicaban el papel ejexido por el paso de
transporteen el control de la velocidad del metabolismo de fuentes fermentablesen
levaduras(van Uden, 1967;Lagunasy col., 1982;Osingay col., 1988;Osingay col., 1989;
Gancedoy Serrano,1989; Weusthuisy col., 1994b)y con los resultadosque permitieron
el cálculo de la tasade la consumode glucosagraciasalas constantesde transponetotal
de glucosa.Encontramosqueesto sucedíaa lo largode todo el rangode concentraciones
de glucosacuandoseutilizó glicerol paracrecerla cepamutante.Aparentemente,en este
caso, la influenciaejercidapor el transporteen estecepase manteníacon independencia
de la concentraciónexternade glucosa.

Sin embargocuandolas concentracionesde glucosaexterna,en el caso de la cepa
parental,fueronmuy superioresa las Km de transporte,la influenciadel transporteen la
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tasade consumode glucosa,en generaldisminuían.Esto indicaríaquela piezafundamental
que determinarala velocidaddel metabolismode glucosase desplazaríadesdee] pasode
transporte a otro posterior. Este resultado resulta ser una diferencia respectoa lo
encontradoen Saccharomycescerevisiae,dondela capacidadtotal de transpQnese sitúa
en nivelessemejantesa las tasasmáximasde transporte(Lagunasy col., 1982; Gancedo
y Serrano,1989; Walsh y col., 1994a).

No solamentesepuededeterminarla pérdidade control de la importanciadel paso
del transporteen el metabolismo de glucosa mediante el comportamientoideal del
metabolismoa lo largo de todas las concentracionesde glucosaensayadas.Tambiénlos
resultadosque ofrecieron la medida del metabolismo real en células desenergizadas
expuestasa altas concentracionesde glucosa, reforzaron esta conclusión. En estas
condiciones,apreciamosun descensode las tasasde consumode glucosarespectoa los
valoresobservadosen los ensayoscon menoresconcentracionesde glucosa(Fig. 47). La
explicaciónde este fenómenopudieraencontrarseen la apariciónde fenómenosde estrés
osmóticoa altasconcentracionesde glucosa,que pudieraafectarel flujo de consumode
glucosaen estasconcentraciones,a desacoplesmetabólicos-p. ej. si partede la población
estudiadafuera incapaz de recargarlos bajos niveles de ATP que se predicen en
microorganismostras la adición de pulsos de glucosa(Nielsen y col., 1991) y que se
observanen levaduras(de Koning y van Dam, 1992)- o a efectosno conocidos por
nosotrosde los denominadoporFiechtery Sonnleitner(1995)comosobreflujometabólico
ocurridos a altasconcentracionesde sustrato.

Nuestros resultadosestañanindicando que, aunque efectivamentela tasa de
transportede glucosaes superior a la máxima capacidadcelular para metabolizarel
sustrato,el control realizadopor el pasode transporteen el consumode glucosasería
definitivo siempreque las concentracionesde glucosaen el medio se situaranpor debajo
o en tomo a la Km de transporte.De esta manerapareceinsuficientelas conclusiones
ofrecidaspor van den Broek y col. (1987)donde, tan sólo por la constataciónde que las
Ks del consumode un azúcary la Km aparentede transportede ésteson semejantes,se
deducequeel transportedel azúcares el quedefine la velocidadde un flujo.

Ya hemosencontradoen la bibliografía datos que indican el la capacidadde
consumode otras fuentesde carbonopuedaser teóricamentesuperiora la velocidad de
consumo,al menosen el casode la sacarosay Debaryomycesyamadae(Kalitemay col.,
1995),sin embargo,estaes la primeravez,hastadondenosotrossabemos,que sedescribe
estefenómenorespectoal transportede glucosaen levaduras.

Los resultadosexpuestosindicabanquelas diferenciasencontradasen la capacidad
para transportarglucosaentre la cepaparentaly la mutante,no eran suficientespara
provocar diferencias en la tasa metabólica entre ambascepas.Este resultadoestá de
acuerdoa las conclusionesofrecidasen ciertos mutantesde Saccharomycescerevisiae,
cuandotras aumentarla velocidadde transportede glucosamediantela manipulacióndel
númerode transportadoresno seconseguíarestaurarla represióncatabólicaen levaduras
con la mutaciónHTRl, con baja tasa de transportede glucosa(Ozcan y col., 1993).
Aunque, la relaciónentre represióncatabólicay alta capacidadde transporteno está
suficientementeclaraen Saccharomycescerevisiae,ya quelos mutantespleiotrópicogrrl
(Enriany Zimmermann,1980;Bailey y Woodward,1984;Flick y Johnston,1991;Conldin
y col. 1993; Ózcany col., 1994), con circuitosde represióndefectuosos,son capacesde
eliminar el fenotipo desreprimidoy la baja capacidadde transportede glucosa,mediante



Resultadosy discusión 102

el supresorrgtl cuyo efectofisiológico esla recuperaciónde la altacapacidadde transporte
(Bissony Caríson,1994).

3.6.3. Niveles de metabolitos glucoliticos y actividad metabólicaen estados de
consumo transitorios.

Los resultadoscomentadosen el apanado3.6.2. indicaronquela razónaparentede
la desrepresiónde la cepa 5DM- 1 no deberíabuscarseen una actividad transportadora
deficiente. Sin embargo,hasta ahorahemosbuscadola causade la desrepresiónen el
mutanteSDM- 1 utilizandométodosqueimponíanel estudiodel metabolismoen las fases
establesdel consumode fuentesde carbono. Sin embargo,en los últimos años, se ha
señaladola importanciade estudiare] comportamientode las levadurasantesde que la
actividad metabólica alcance un flujo estable. Estas situaciones han recibido la
denominaciónen inglés de rransient siates,que dan idea de los sucesosmetabólicosque
ocurren en los microorganismosdesdeque se les aporta un sustratohasta que los
microorganismologran alcanzarflujos estacionariosy continuosen el tiempo.Diferentes
estudiosseñalanque en estasfasesocurrenuna seriede fenómenosque puedenmarcarel
funcionamientode las levadurasdurantelas fasesde consumoestablede un sustrato.
Alguno de ellos, hansido conocidosy estudiadosdesdehacetiempo: El grupo del Prof.
Thevelein (Thevelein, 1992; Becher-dosPassosy col., 1992; y como revisión, ver
Thevelein,1994y Theveleiny Hohmann,1995)ha mostradoque al añadirglucosay otras
fuentesde carbonofermentablesen célulasdesenergizadasde Saccharomycescerevisiae
se producenpicos temporalesde AMPc. La acumulaciónde esteintermediariode señal
desencadenadistintasrespuestasen la levaduraqueafectana su capacidadparaconsumir
fuentesde carbono,fundamentalmenteen las transicionesentreel consumode fuentesde
carbonogluconeogénicasa glucolíticas. Recientemente,seha propuestoque la señalde
AMPc no soloestadaimplicadaen respuestasacortoplazoen levaduras,sinoquetambién
estadarelacionadaconel mantenimientode la síntesisenzimáticaa largoplazoen cultivos
con glucosa(Boy-Marcottey col., 1996). Además,seha determinadoque la síntesisde
determinadasenzimas de la glucolisis dependende la acumulación de determinados
metabolitos,tras el inicio del consumode glucosa,en Saccharomyces(Maitra y Lobo,
1971;Boles y col., 1993a; Boles y col., 1993!; Mtiller y col., 1995; Bolesy col., 1996).
Compruebancomopara la inducción de la síntesisde la fructosa-6-fosfatoquinasay para
el gen de la enolasaII esnecesariola acumulaciónde glucosa-6-fosfato,mientrasquepara
la inducciónde la piruvato quinasa,se requiere,al menosun funcionamientometabolico
hastala produccióndefructosa-6-fosfato.Sinembargo,la piruvatodescarboxilasaseinduce
levamentepor la acumulaciónde metabolitoshexosa-fosfatoy, en muchomayorgrado,por
la acumulación de triosas-fosfato.También la inducción de la síntesisde la alcohol
deshidrogenasa1 senecesitala presenciade las triosas-fosfato.

Además,un cambio repentino de la concentraciónde la fuente de carbonoen
Saccharomycescerevisiae puede ocasionar otros efectos fisiológicos ampliamente
conocidos. Entre ellos, pueden citarse el cambio del metabolismo respiratorio al
fermentativo si la concentraciónde cualquier fuente suceptiblede ser fermentadaes
suficientementealta comoparaqueel flujo metabólicoexcedala capacidadrespiratoria,
segúnexplica la hipótesisde la capacidadrespiratorialimitada (Barford y Hall, 1981;
Fiechtery col., 1981; Petrik y col., 1983; Riegery col., 1983; van Dijken y Scheffers;
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1986; Sonnleitnery K~ppeli, 1986>o la ideadel cuellode botellarespiratorio(von Stockar
y Auberson,1992).Tambiénse puedeprovocarel disparodel metabolismofermentativo
en cultivos continuosconmetabolismorespiratorio,mediantecambiosrepentinosde la tasa
de dilución, incluso si estosimplican pequeñosincrementosen el flujo metabólico. ¡A
vecesesnecesarioquepasenun númerotanelevadocomocientiemposde residenciapara
que los flujos metabólicosse estabilicentotalmentedespuésde provocar el disturbio!
(Postmay col., 1989b; van der Aar y col., 1990; Verduyn y col., 1992; Sonnleitnery
Hahnemann,1994).

Las respuestastransitoriasse han empezadoa estudiaren otras levaduras,en
especialla variaciónde niveles de AMPc y su relacióncon la movilizaciónde trehalosa,
como en Schizosaccharomycspombey Rhodotorula rubra, ademásde Candida utilis
(Mansurey col., 1992; Carrillo y col., 1994;Carrillo y col., 1995).En estaúltima levadura,
los cambiosquesucedenen las fasesde consumotransitoriano son tantormentososcomo
los descritosen Saccharomycescerevisiae.No es una levaduraCrabtreepositiva y ya
hemoscomentadola capacidadpara que nuestralevadurapuede asimilar fuentes de
carbonofermentables,comola glucosa,despuésdeun crecimientosobrefuentesoxidables.
Incluso, comoya describieronVranáy col. (1989),Weusthuisy col. (1994a)y mostramos
en estaTesis,Candida urilis escapazde sustentarsu crecimientosimultáneamentesobre
fuentesglucoliticasy gluconeogénicas,como se aprecianen mezclasde glucosa-etanol.
Estaúltima característicano esposibleen Saccharomycespor el estricto control ejercido
por la represióncatabólica.A su vez, los resultadosobtenidosen nuestralevaduracuando
seestudióla respuestadel AMPc en trabajossimilaresa los realizadoscon Saccharomyces,
indicaríanque el papel de estemetabolitoen la modulaciónde las respuestastempranas
tras la adición de glucosano seríasimilar al descritoen otras levaduras(Carrillo y col.,
1995). Los nivelesdel metabolitoson altos de forma constanteen las levadurasque han
sido crecidasen presenciade glucosa,sin presentarla propiedadtransitoriadel pico de
AMPc que se observa en Saccharomycescerevisiae. Además, aunque la respuesta
metabólicamediadapor la síntesisde AMPc requierela fosforilación deglucosa,no afecta
á los circuitosde represiónen Saccharomyces.De estamanera,en principio,no estañamos
interesadosen estudiarla evoluciónde la concentraciónde AMPc en Candido utilis.

Sin embargo,cabela posibilidad de que la diferenciaen el nivel de acumulación
de algún metabolitoglucolitico nos de ideade donderesidela razónde la desrepresiónen
la cepamutante,comopareceplausiblesegúnlos trabajosdel Prof. Zimmermann(Boles
y col., 1993a;Boles y col., 1993b; Mtiller y col., 1995; Bolesy col., 1996).

Debido a ello, utilizamos la técnica de extracción de metabolitos rápida en
condicionesde pH neutro,desarrolladaporde Koning y van Dam (1992),paraanalizarlos
cambiosproducidosen los nivelesde los intermediariosmetabólicosal introducir a las
levadurasen medioscon altaconcentraciónde glucosa.

Los resultadosobtenidosse muestranen las Fig. 48. La primera impresión fue
observarcomo los niveles,en general,de los metabolitosestudiadosfue similar en las dos
cepasde Candida ¡¿tUis estudiadas.En el mutante,seregistranmayoresconcentraciones
de algunos compuestosde 3 carbonos, como DHAP, gliceraldehido-3-fosfatoy 3-
fosfoglicerato,que sugieren que las velocidadesde las enzimasimplicadas en estas
reaccionesseanmenoresque las que se puedanobteneren la cepasalvaje, al menos
duranteel tiempo de transición.Peroel tiemponecesarioparaquelas concentracionesde
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Fig. 48. Concentraciónde metabolitosinternostrasun pulsode glucosa20 mM en células
desenergizadas.Serepresentacon símbolosllenos y líneacontinualos datospertenecientesa
la cepa3092. Consftnbolosvacíosy líneasdiscontinuas,aparecenlos valoresde la cepaSDM-
1. A Glucosa-6-P(O) y fructosa-6-P(O). B Fructosa-1,6-difosfato.C DHAP (O) y
gliceraldehído-fosfato(CO. D Ácido 2-fosfoglicérico(O) y ácido3-fosfoglicérico(o).
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metabolitos alcanzaranvalores establesfue más corto en la cepa parentalque en el
mutante.La razónde esto se debió a la diferentecapacidadparatransportarglucosaque
semidió en ambascepas.Ya demostramosquela cepaparentalposeeunamayorcapacidad
instantáneade transporte,por lo que es esperablequeel flujo inicial seamás rápidoque
en el mutante.Esto sepudoobservarcon claridaden la cinéticade acumulacióninicial de
glucosa-6-fosfato.El pico de acumulaciónregistradoen los primerosinstantestrasel pulso
de glucosa,fue mayoren la cepaparentalqueen el mutante.Sin embargo,la potencialidad
del transporte,permitiríapredecirunaacumulaciónmayordelproductofosforilado (queno
sobrepasa25 nmol/mg proteína), puestoque ya hemoscomprobadoque la actividad
hexoquinasamáxima excede a la capacidadde transporte en las condiciones de
experimentación(Fig. 48A). El que el nivel establede glucosa-6-Pen ambascepassea
similar, haceinconsistentela posibilidad de que estemetabolito searesponsablede las
diferenciasde transportede glucosaencontradasentreel mutantey la cepaparental(Rizzi
y col, 1996), si estefenómenotuviera lugar en Candido¡¿tUis.

La diferencia de concentracionesencontradasal comparar la evolución de la
glucosa-6-fosfatoy la fructosa-6-fosfato,nospermitepredecirqueel sentidode la reacción
de isomerizaciónestéorientadohaciala evacuaciónde glucosa-6-fosfatoal fondo de la
glucolisis (Fig. 48A). Creemosque los intermediariosiniciales del flujo glucolítico no se
acumulanen mayor cantidadpueslas enzimassituadasen los siguientespasosdel flujos
funcionaron a una velocidad alta. Se puede apreciar en la cepa parental picos de
acumulacióncorrespondientesa 3-fosfoglicerato,PEPy pirúvico en los primerosinstantes
despuésde la adición del pulso, simultáneosal aumentode glucosa-6-fosfato.Esto puede
serdebidoala movilizacióndelremanentede metabolitosquepermanecieranen lascélulas
desenergizadas.La interpretaciónde los resultadostambiénencajaríasi asumiéramosque
la velocidad de transmisiónde la ola del flujo glucolítico fuera muy rápida.Esto último
seríaconsistentecon el análisisdel patrón de acumulaciónde los metabolitosiniciales de
la glucolisis. La rápidadesapariciónde los nivelesinicialesde hexosas-6-fosfatosolosería
posiblesi las enzimassituadasen la partefinal de la glucolisismostraranunaactividadalta
desdeel inicio del pulso de glucosa.

Entre las enzimasmásrelevantesen el flujo glucolítico,cabereseñarla fructosa-6-
fosfato quinasa.Estaenzimaestáfuertementereguladaen Saccharomycescerevisiae,pues
resultaseruno de los puntosclavesdondeactúanlos mecanismosde transición entreel
metabolismogluconeogénicoy glucolítico (Avigad, 1981; Bartronsy col., 1982; Lagunas
y col., 1982;Hofmanny Kopperschlbiger,1982;Reibsteiny col., 1986;Gancedoy Serrano,
1989; Kretschmery Fraenkel,1991; Gancedo,1992). Puedeser reguladaalostéricamente
por fructosa-2,6-difosfato,fructosa-6-fosfato,ATP y AMP, ademásla actividad puede
dependerde iones amonio y fosfato. Todos los factores influyen para que el nivel de
actividadserelacionecon la velocidaddel flujo metabólicode la levadura(Sierkstray col.,
1992). Ademásla determinaciónde la velocidadde la enzimain vitro secorrespondecon
los niveles máximos de flujo en Saccharomyces(citado en Gancedoy Serrano,1989),
aunqueresultaarriesgadoafirmar que estoocurrein vivo tras un pulso de glucosa,debido
a la complejaregulaciónde la actividad,puesse ha establecidoque, aunquesenecesita
pocosminutosparaactivar la síntesisdel activadorfructosa-2,6-difosfato,se requiere20
minutosparaapreciarel efectode las fuentesfernientablesen la fructosa-6-fosfatoquinasa
(Kretschmery Fraenkel,1991; Kretschmery col., 1991). Por otro lado, el papel clavede
esta enzima como marcadorde la velocidadde la glucolisis se ha discutido,pues la
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sobreproducciónde la enzima no implica un aumentoimportantede la velocidad de
consumode fructosa(Schaaffy col., 1989).Las razonesde esto son complicadas,aunque
se pueden resumir en Snoep y col. (1995). Otros trabajos indican que la regulación
alostéricade esta enzima no resulta esencial para el crecimiento de la levaduraen
condicionesde laboratorio(Heinisch y col., 1995). Aunque en Gancedoy Serrano(1989)
se cita queesta enzimaen Candida ¡¿tuis estásujetaa una regulaciónpor la fuente de
carbono,nuestrosdatosindican que la actividadde estaenzimaes altaen cualquiercaso,
al observarlos bajosnivelesde fructosa-6-fosfato,quela actividadde estaenzimaalcanza
altos nivelesdespuésde un periodode tiempo corto tras la adición de glucosa(1 mm.),
puestoque en esteplazo de tiempo secorrije la tendenciade acumulaciónde fructosa-6-
fosfato.No parecequeestaactividadsearápidamenteinhibidapor losaltosnivelesde ATP
queseobservantrasla adicióndel pulsode glucosa,comosucedeen Saccharomyces(Bar
y col., 1990).

Otra de las enzimassometidasa regulaciónen Saccharomycescerevisiaees la
piruvato quinasa(Burke y col., 1983; Moore y col., 1991). El pasode PEPa pirúvico es
uno de los pasosmáscontroladoen la glucolisis (Torres y col., 1995).En la cepaparental,
unavez absorbidoel picode acumulaciónde PEPy pirúvico, los nivelesestablesde ambos
compuestosson semejantesa los mostradosen la cepamutante(Fig. 48E y F>. Esto indica
la existencia de niveles suficientes de actividad de la piruvato quinasa en nuestras
levaduras,confirmandolos resultadosde anterioresapartados,aunquesehabíacomunicado
lo contrarioen trabajosanteriores(Gancedoy col., 1967). Confirmamos,al compararlos
nivelesde pirúvicoestablesen ambascepas,como el flujo metabólicoresultanteha de ser
similar en la cepaparentaly la mutante.

La observaciónde los niveles de NAD y NADH (Fig. 48H), confirman los
resultadosrespirométricosy los procedentesde cultivos en continuo, que muestranel
metabolismooxidativo de nuestraslevaduras,en condicionesde oxigenación.Corrobara
esta conclusión los bajosniveles de glicerol detectados(Fig. 4SF). Este compuestoes
producido en levadurascon oxigenacióninsuficienteparael mantenimientodel potencial
redox (Gancedoy col., 1968; Qura, 1977). Nosotrosno lo detectamosen los efluentesde
cultivos continuos, donde la P02 permanecíaalta, de acuerdo a las prediccionesde
Weusthuis(1994),dondela producciónde glicerol cesabaen Candida ¡¿tUis cuandola tasa
de consumode oxigenaciónen el fermentadorsuperaba]os 3 mmol 02/(1~h).

En el análisisdel nivel energéticode lascepas,encontramos,comoera esperable,
que los nivelesde ATP aumentantrasel pulso de glucosa,mientrasque los de ADP y
AMP disminuyen(flg. 48G). Aunque es teóricamenteesperableque la sumade los
nucleótidos-fosfatoseaconstante,comprobamosqueno lo es en el intervalo de tiempo
estudiado.TablaXLIII.

Este resultado es explicable en estados transitorios, donde se registran la
movilizaciónde moléculasconteniendogruposfosfato,ademásde la posibleexistenciade
reaccionesbiosintéticasy de mantenimientoquerequierenATP. Sin embargo,existe un
aumentonetoen la generacióndepoderenergéticotrasla adición de glucosa.El hipotético
desplomede los nivelesde ATP, queseprediceen los instantespróximosa la adición de
glucosay quees predecibleconmodelosde consumode lactosay glucosa(Nielseny col.,
1991),ha de tenerlugardurantetiemposextremadamentecortosde tiempo,puesnosotros
observamosun aumentode la concentracióndel nucleótido,sin distinguirel momentode
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descenso.En Saccharomycescerevisiae,estoocurreen los primeros 10 segundostras
pulsarglucosa,y la recuperaciónde las nivelesde ATP seinicia despuésde los primeros
30 segundos(Rizzi y col., 1993; Theobaldy col., 1993).

Tabla XLIII. Evolución de los nucleótidos fosfato en estado transitorios tras la adición de
un pulso de glucosa’.

tiempo tras adición del pulso (mm.)

0.08 0.25 0.5 1 2 3 4 5

3092

ATP+ADP+AMP 9.91 7.69 6.72 5.13 5.69 5.99 6.25

ATP/(nucleétidos) 0.16 0.55 0.62 0.64 0.62 0.67 0.64

5.86

0.74

5DM-!

ATP+ADP+AMP 6.94 6.10 6.38 5.89 5.47 5.61 5.47

ATP/(nucleÑidos) 0.20 0.41 0.57 0.62 0.67 0.68 0.67

5.63

0.61

Los valores de concentracionesestán dados en nmol/mg proteína.El valor ATP/(nucleétidos)
proporciónde ATP entreel total de nucleátidosde adenosinatotales.

indica la

Es difícil extrapolarlos resultadosconseguidoscon otros publicados.En primer
lugar porque se refieren a otras levaduras.Ni los estadosfisiológicos de las células
utilizadas, ni las condicionesexperimentalesutilizadas para la determinaciónde los
metabolitosson homogéneasen los distintos trabajospublicados.Es de señalar,por otro
lado,queel métodode extraccióny cuantificaciónde losmetabolitosutilizadopor nosotros
pareceser el que mejor retratalas concentracionesrealesde los metabolitosensayados,
segúnla discusióncrítica en de Koning y van Dani (1992).

Sin embargo, la evolución de los metabolitos,en los consumos de glucosa,
básicamentese correspondena lo esperableen otras levaduras(Rizzi y col., 1993).

La conclusiónobtenidaesqueno poseemosdatos,a excepciónde la levediferencia
de concentracionesencontradaen los análisisde los compuestosde 3 átomosde carbono,
que nos permitan sospecharque la razón de la desrepresiónen el mutantesedebaa la
diferencia en la acumulación o niveles estacionariosde ningún metabolito del flujo
glucolitico. En el casode quela regulaciónde la expresiónde genesglucoliticosdependan
de metabolitosen Candido ¡¿tuis, no deduciríamosuna síntesisdiferencial entrelas dos
cepasestudiadas,que nos indicaraqueahí residieraunaposiblecausade desrepresiónen
la cepaSDM-1. Tampocopodemosdeterminarque las hexoquinasasdel mutantetengan
menoractividad catajíticain vivo, a pesarde las diferenciasrespectoa la utilización de
glucosa y regulación por metabolitosdescritaen los apanadosanteriores,incluso si
asumiéramosla posibilidadde regulaciónde la expresióngénicainfluenciadapor niveles
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de metabolitos,comose exponenen los trabajosseñaladosdel Prof. Zimmermnannpara
Saccharomycescerevisiae.

Recientementeseha comunicadoel efectoinhibidor de la acumulaciónde glucosa-
6-fosfatoen el transportede glucosa(Rizzi y col., 1996). Nos preguntamossi dicho efecto
puedetenerlugar en Candida. Las dos cepasde nuestrotrabajomostraronunacapacidad
de transporteinstantáneode glucosa muy distinta y, en la mayor parte de los casos,
superiora la tasade consumode glucosa.Sin embargo,la velocidadcon que la glucosa
seconsumeessimilar en el mutantey en la cepaparental. Seríaprevisible que el efecto
inhibidor de la glucosa-6-fosfatofuera proporcional a la concentraciónintracelulardel
metabolito.Comohemoscomprobadoque la acumulacióndel metabolitoessemejanteen
las dos levaduras,deduciríamos,sin embargo,que la acción de la glucosa-6-fosfatosería
másacusadaen la cepaparentalqueen el mutante,puesla diferenciaentrelasvelocidades
de entradade glucosay las de consumoesmásacentuadaen la cepa3092. Por otro lado,
ya hemos determinadoque la capacidadinstantáneade transportepuedeexplicar la
velocidad de consumode glucosaa bajas y mediasconcentracionesde sustrato, sin
necesidadde acudir a efectosindirecto de metabolitos.

Sin embargo,aunquee] metabolismoy concentraciónde metabolitosglucolíticos
estables,observamospequeñasdiferenciasen los instantesiniciales del metabolismode
glucosa.Como hemosdiscutido,creemosqueestosresultadosson consistentescon una
diferenciaen la capacidadinicial de transportedel azúcar.Paraconfirmarnuestrahipótesis,
examinamosla capacidadde las células paraconsumiroxígenodespuésde un pulso de
glucosa.

Observamoscomola cepaparentalpuedeconsumiroxígenomásrápidamenteque
la mutanteen el primer minuto despuésde la adición de glucosa,aunquetranscurridoun
intervalo de tiempo mayorla velocidadde consumose hacesimilar en ambascepas.

Los
en la piruvcato quinasatsounfuncionamientoSólosi la fructosa-6-fosfatoquinasatuviera
una alta actividadin vivo permitiríaexplicar por qué no se acumulaunamayor cantidad
de intermediariosglucosa-6-fosfatoy fructosa-6-fosfato.En Saccharomycescerevisiae,se
hadescritoque la máximaactividadde estaenzimasonsimilaresal los flujos máximosde
consumode glucosa(Serranoy Gancedo,1989),peroesarriesgadoafirmarqueestoocurra
iii vivo por la compleja regulaciónde esta enzimaen esta levadura.Incluso respondea
cambiosen el nivel de metabolitos,puesse activa alostéricamentepor fructosa-6-fosfato,
fructosa-2,6-difosfatoy AMI’; se inbibe por ATP, tal como apareceen la revisión de
Gancedoy Serrano,1989. Sin embargo,el papelclave de estaenzimacomomarcadorde
la velocidad de la glucolisis se ha discutido,pues la sobreproducciónde la enzimano
implica un aumentoimportantede la velocidad de consumode fructosa(Schaaff y col.,
1989).Las razonesde estoson complicadas,aunquese puedenresumiren Snoepy col.
(1995).Esreseflablequeenla cepamutante,la actividadfosforilantede fructosa-6-fosfato
pareceresponderinmediatamenteal pulso de glucosa, pues se acumulael producto
fructosa-l,6-difosfato.Sin embargo,la cepa parentalno sigue este mismo patrón de
acumulación.La razónpareceencontrarseen lasetapasposterioresde la glucolisis. En el
mutante,seregistranmayoresconcentracionesde algunoscompuestosde3 carbonos,como
DHAP, gliceraldehido-3-fosfatoy 3-fosfoglicerato,quesugierenque lasvelocidadesde las
enzimasimplicadasen estasreaccionesseanmenoresquelasque sepuedanobteneren la
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cepasalvaje,al menosduranteel tiempo de transición.Deacuerdoa la mayor capacidad
instantáneade consumode glucosa,sehan observadoacumulacionesde 3-fosfoglicerato,
PEP,y pirúvico en la cepaparental,durantelos primerosinstantesdel pulso de glucosa.
Aparentemente,las enzimasencargadasdel procesamientode los intermediariosde tres
carbonosen la cepaparental,son capacesfuncionarinmediatamentedespuésdelpulso de
glucosa,puesseregistranacumulacionestemporalersde metabolitos,coincidentescon de
resp de esta enzregulacionesta afirmación no esecorrespondecon los valores de Sin
embargo,se ha descritoque la actividadmáxima de la fueraAsumiendoque la.ón enco
Observamostambiénquelaconcentraciónde glucosa-6-fosfatoessustancialmente.Deaquí
se puedeconcluir que las dudas planteadastras el hallazgo de una reducidaactividad
hexoquinasaen el mutanteen condicionesfisiológicas(ver apanado3.6.1.>,sesolucionan
al averiguarque no implican ningún defectode acumulaciónde los metabolitossituados
tras el pasode la reacciónhexoquinasa.



Resultadosy discusión 109

3.7. Comentariosfinales.

Durantela exposiciónde los resultadosobtenidospor nosotrso,hemoscomprobado
comono parecequelas hexoquinasastenganun papelen el control de represión,al menos
de acuerdoal modelo descrito en Saccharomycescerevisiae.No podemosexcluir, sin
embargoque las hexoquinasaspuedanejercersu papaelreguladormediantealgún tipo de
mecanismoqueno ha podido serdescubiertopor nosotros(Herreroy col., 1994),pueslos
resultadosde nuestrosexperimentosindican que esnecesarioel pasode fosforilación para
que sedesencadenela represióndel consumode distintasfuentesde carbono.

Cuandohemosexaminadolascinéticasdetransportedeglucosa,hemoscomprobado
con sorpresa,que esta actividad excede la capacidadde asimilación del sustrato en
condicionesde consumoestable.Las cinéticasreveladaspornosotroshan mostradoque no
esesperableunaregulaciónde la actividadde transportepor difusión facilitadadebidaa
un metabolismoestabledel azúcar,pueshemospodidopredecirel consumode glucosaen
condicionesiii vivo con los datosde transporteobtenidosin vitro.

No sabemosporqué estalevaduramantieneuna capacidadde transportesuperior
a la del consumo,ni su significaciónfisiológico. Pareceque el excesode transportesolo
seríaútil parala célula en estadosde consumotransitoriosy sugerimosque estapudiera
tenerventajasrespectoa otrosmicroorganismosen los procesosdeadaptacióna entornos
con alta concentraciónde glucosa.Exponemosa continuaciónnuestrahipótesis:

Se ha descritoque Candida ¡¿tuis es capazde multiplicar por 3 la capacidadde
consumo de glucosaen experimentosde pulso (van Urk y col., 1988). Estos datos
confirmannuestrasobservacionescon concentracionesde glucosarelativamentepequeñas
que indicanque la tasade consumode glucosaestádeterminadapor la capacidadde la
levaduraparatransportarla.Pareceque la capacidaddel resto de la maquinarianecesaria
para consumirglucosapermaneceen excesoen condicionesde limitación de glucosa.
Nuestralevadurasolo manifiestaun metabolismofermentativo,cuandola concentración
de glucosaexternaesmuy alta (van Dijken y Scheffers,1986),por lo tanto esesperable
quela glucosapulsadaseaasimiladaporun metabolismorespiratorio,altamenteeficiente.

La velocidad de crecimiento de un microorganismose ve determinadapor la
eficaciaen la transformaciónde los sustratosconsumidosy porla velocidadcon queestos
sonasimilados.El mantenimientode un metabolismorespiratorioimplica queel parámetro
Y permanececasi constante para casi todas las concentracionesde glucosa. En
metabolismosfermentativos,Y es, por definición energéticamás pequeño que en
condicionesde respiración.

Sin embargo,la adición de glucosafrescaimplicaría un aumentoimportanteen el
valor de tomade sustratode forma instantánea,con lo queesesperableun aumentode la
tasade formaciónde nuevabiomasa.La nuevabiomasacontribuiríaaocuparrápidamente
el nuevo habitatalteradopor la adición de glucosa.

El estudiofisiológico del mutante5DM- 1, ha permitido averiguarquees posible
un funcionamientometabólicocasi normal incluso cuandola capacidadde transportede
glucosaseve reducidaa ]a mitad en comparacióna los valoresde la cepaparental.Este
resultadoconfirmaríanuestrahipótesissobrela ausenciadeun papel fisiológico del exceso
de la capacidadde transporteen condicionesde crecimientosestables.

El hallazgo de que el mutanteha mostradoescasasdiferenciasen la actividad
catalíticadefosforilación de hexosas,ha reafirmadonuestrahipótesisde la ausenciade un

E
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papelen el control de represiónen el pasode hexosaa hexosa-fosfato.
Como sehaexpuestoparael consumode glucosa,la capacidadparaasimilarotras

fuentes glucolíticas distintas a glucosa,dependede la velocidad máxima con que la
maquinariaespecíficade estemetabolismofuncione in vivo. A su vez, la cantidadde
actividadenzimáticapropia de cadasustratopuededependerde la tasade consumodel
propio sustrato.Esto se puedecomprobarcon los experimentosrealizadosen el mutante
en medioscon presenciade maltosa.

Tambiénhemoscomprobadoqueesposiblelaexistenciademutantesdesreprimidos
naturalessin capacidadesmetabólicasreducidas,estono ha sido así en el caso de otras
levaduras,puesse hancomunicadola exostenciade mutantesdesreprimidospor la baja
capacidadde consumode glucosa(Boze y col., 1989; Novak y col., 1990; Alam~e y
Sismisker,1994>.Estosugierequela llamadaseñalde glucosaparadesencadenerrepresión
no pareceresidir meramenteen una alta velocidadde consumode glucosa.

Las determinacionesde los valoresde acumulaciónde metabolitoshanreafirmado
las observacionesrespectoa la caracterizaciónde los parámetrosde crecimientoen el
mutante.La cepaSDM-l semuestradesreprimidaaunmanteniendounosparámetrosde
acumulaciónde metabolitosglucolíticossemejantesala cepaparental.Si asumiéramosque
la acumulaciónde determinadosmetabolitospuedetenerrelaciónconel nivel de actividad
de determinadasenzimasglucolíticas,tal comosehacomunicadoen Saccharomyces(Boles
y col., 1993),tendríamosquedescartarqueel control de represióncatabólicadependa,al
menosparael consumode azúcaresdistintos a lashexosas,de estetipo de regulación.

Así, el planteamientode un modelo, con el descubrimientode puntosciertos y
pasosdel control de represiónen Candidautilis, no ha sidoposible.Todo lo que podemos
concluircon un abordajefisiológico es desecharposiblesmecanismosde control que han
sido descritosen otras levaduras.Creemosquees necesarioun abordajemolecularpara
desvelarcualesson los elementosíntimos delcontrol de represión.La publicaciónreciente
de un sistemade clonaje,haríaposibleesteproyecto.
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1. Candido ¿allis poseeuna actividad de fosforilación de hexosasinusual respectoal
modelodesarrolladocon elpatrónde Saccharomycescerevisiae,debidoasuregulaciónpor
fuentede carbono,fasede crecimiento,efectoresfisiológicosy relacióncon el control de
represión.

2. Hemos aislado y caracterizadofisiológicamenteun mutantedesreprimidopara el
consumode disacáridos.El carácterdesreprimidono afectagravementea los parámetros
de crecimientode estacepa. Aunqueno ha mostradoventajasrespectoa la cepaparental
en cultivos con fuentesde carbonomixtas,sugerimossu potencialaplicaciónen procesos
de purificaciónde compuestosazucaradosa partir de unamezclade sustratos.

3. El estudiode la actividadhexoquinasa,la velocidadde consumode glucosa,lá velocidad
de transportede la mismay el patrónde acumulaciónde metabolitosglucoliticos, indica
que no seesperaque en ellos residala causade desrepresióndel mutante.

4. La cepade Candida ¿allis parentalposee,en condicionesde crecimientoestable,una
capacidadde transportede glucosaqueexcedela velocidadcon que la levadurapuede
asimilaría.El componentede difusión facilitadaesconstitutivo.Sin embargoesposiblela
modulaciónde la capacidadmáxima de esta actividad por fuente de carbono,como
sugierenlos resultadosde la cepaSDM-1.

5. La velocidadde transportecondicionala tasade toma de glucosaen Candidoutilis,
cuandola concentracióndel azúcarno saturala capacidadde consumo.Estacaracterística
esindependientedel carácterreprimido o desrepriniidode las cepasestudiadas.

6. La actividad de la maquinariaenzimáticaespecíficapara el consumode disacáridos
dependede la tasametabólicasustentadapor la levadura.Deestamaneracarecede sentido
hablarde nivelesestáticosde actividaden estadode represión,basalo inducido.
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