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INTRODUCCION

La invertasa y la a-galactosidasa presentan en la célula de levadura un
mecanismo de regulacién de su sintesis diferente. La invertasa es un enzima
reprimible el cual solamente se sintetiza cuando los niveles de hexosas en el
medio de cultivo son bajos (1), mientras que la a-galactosidasa es un enzima
inducible (2) el cual solamente se sintetiza activamente cuando un inductor estd
presente en el medio de cultivo.

La adicién de glucosa a un cultivo de células de levadura, produce la
detencion de la sintesis de un grupo de enzimas, fenémeno conocido como
«represién catabélica» (3) pero también otro grupo de enzimas muestra un des-
censo en su actividad, fenémeno conocido como «inactivacién catabélica» (4).
Cuando nosotros estudiamos estos fenémenos en la invertasa y a-galactosidasa de
levaduras, pudimos observar, que ambos enzimas sufren el fenémeno de repre-
sién catabélica pero no el de inactivacién catabélica.

Hasta el momento, no se conocen con exactitud las bases moleculares que
rigen la represion catabélica. Se podria suponer, que los niveles intracelulares de
algiin metabolito de la glucosa podrian regular la expresiéon de algunos genes del
genoma de la levadura. En este sentido, un nivel intracelular bajo de algin
metabolito de la glucosa ocasionaria un incremento en la sintesis, mientras que
un nivel intracelular alto de algin metabolito de glucosa supondria un descenso
en la sintesis de los enzimas sometidos a este tipo de regulacién.

En el presente trabajo presentamos datos que apoyan dicha hipétesis.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Glucosa oxidasa tipo V, peroxidasa tipo IlI, o-dianisidina, p-nitrofenil
a-D-galactopiranésido, p-nitrofenol y 2-desoxi-D-glucosa se obtuvieron de Sigma
Chemical Co.; el extracto de levadura de Difco y la sacarosa, glucosa y galactosa
de Merck.

Microorganismos utilizados

Se han utilizado dos cepas de levadura. Saccharomyces 303-67 (5), diploide
y homocigético para el gen Su2. Sintetiza invertasa en grandes cantidades cuando
los niveles de glucosa en el medio de cultivo son muy bajos y no hidroliza la
maltosa.

Saccharomyces carlsbergensis G-517 (6), es capaz de hidrolizar los 3/3 de la
rafinosa, es decir sintetiza tanto invertasa como a-galactosidasa.

-

Condiciones de cultivo

Las levaduras se inocularon en matraces Erlenmeyer de 500 ml que conte-
nian 100 ml de medio, el cual estaba compuesto por 1 % de extracto de levadura y
1 % de glucosa o galactosa segun el experimento. Después de 14 h. de incubacién
en un agitador orbital, las células se recogieron y lavaron dos veces con extracto
de levadura al 1 % por centrifugaciéon a 4000xg durante 10 min. Dichas células se
utilizaron de inéculo para un medio fresco constituido por 1 % de extracto de
levadura y 10 mM de glucosa o galactosa segiin el experimento. Alicuotas de este
cultivo, se fueron recogiendo a tiempos diferentes y lavdndose con agua destilada
dos veces por centrifugacién a 4000xg durante 10 min.

Ruptura de las células

Alicuotas de una suspensién de células en 0.05 M Tris HCI buffer, pH 7,5,
con un volumen de 100 pl se rompieron, cuando interesé determinar la actividad
enzimética total, por congelacién en CO, sélido y descongelaciéon a 30°C. Ensa-
yos realizados en este sentido demostraron que la repeticién durante cinco veces
del ciclo de congelacion descongelacién, produce la ruptura del 100 % de las
células.

Ensayo de la invertasa y de la a-galactosidasa

Invertasa.~La invertasa se ensayé en dos etapas (7). En una primera etapa
se hidrolizé la sacarosa y en una segunda se valoré la glucosa liberada. En la
segunda etapa se utilizaron 1,4 U/ml de glucosa oxidasa.

Una unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima que hidroliza
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1 pmol de sustrato en 1 min. a 30°C en 0,05 M acetato buffer pH 5,0 que contiene
sacarosa 0,125 M.

a-Galactosidasa.—La a-galactosidasa libera p-nitrofenol cuando se incuba
con p-nitrofenil a-D-galactopiranésido, que actia como sustrato. El p-nitrofenol
liberado da una coloracién amarilla en medio alcalino con un maximo de absor-
cién a 410 nm.

Una unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima que hidroliza
1 pmol de sustrato en 1 min. a 30°C en 0,25 M acetato buffer pH 4,5 y con
p-nitrofenil a-D-galactopiranésido 25 mM.

Determinacién de glucosa v galactosa

La glucosa se determiné utilizando la segunda etapa del ensayo de la
invertasa, segiin se describié anteriormente (7).

La galactosa se determiné de acuerdo con el método descrito, para azica-
res reductores, por SOMOGY1 (8) y NELSON (9).

RESULTADOS

Efecto de la 2-desoxi-D-glucosa sobre la sintesis
de la invertasa y la a-galactosidasa

La Fig. 1, muestra el efecto de diferentes cantidades de 2-desoxi-D-glucosa
sobre las sintesis de la a-galactosidasa y la invertasa por células de Saccharomy-

a-Galactosidasa (U/ml)
o

Fig. 1.-Sintesis de la o-galactosidasa y de la
invertasa por Saccharomyces carlsber-
1 gensis G-517 con diferentes concentra-

1

R ciones de 2-desoxi-D-glucosa.
Las levaduras se crecieron en ex-
4+ 1 tracto de levadura al 1 % y galactosa
10 mM, en el momento mostrado por
a las flechas el cultivo se dividié en va-
3 - 1 rias alicuotas y se afadieron diferentes

A

c|
=
e concentraciones de 2-
o desoxi-D-glucosa. (e—e) Control sin
a2 o2 ] 2-desoxi-D-glucosa; (o~—o0) 2-
§ desoxi-D-glucosa 0,15 mM; (o—o)
i 2-desoxi-D-glucosa 0,3 mM; .a—a)
L 1 7 2-desoxi-D-glucosa 0,45 mM; (a—a)
v 2-desoxi-D-glucosa 0,6 mM; (o—o)
-—.é;z/./ 2-desoxi-D-glucosa 1,2 mM; (m—m)
e 2-desoxi-D-glucosa 3,0 mM. Densidad
¢ e 'Igggmpo {miny *° 500 celular inicial 0,6 X 107 células/ml.
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ces carlsbergensis G-517, las cuales fueron crecidas en un medio que contenia
galactosa como fuente de carbono. '

La presencia de la 2-desoxi-D-glucosa en el medio de cultivo produce una
inhibicién en la sintesis de la a-galactosidasa a todas las concentraciones del
desoxi-azdcar ensayadas. Se consigue una inhibicién del 50 % cuando la concen-
tracién de 2-desoxi-D-glucosa es del orden de 0,3 mM y este efecto se mantiene al
menos durante 8 h.

Los resultados encontrados para la sintesis de invertasa, en la misma cepa
de levadura fueron diferentes a los descritos para a-galactosidasa.

La sintesis de invertasa se inhibe durante las primeras 3 horas de cultivo a
todas las concentraciones de 2-desoxi-D-glucosa usadas, posteriormente la activi-
' dad enzimatica sube rapidamente alcanzando a la del cultivo control para al cabo
de 4 h. de cultivo, superproducirse el enzima por el hecho de existir 2-
"desoxi-D-glucosa en el medio de cultivo. Una concentracién de 1,2 mM de
2-desoxi-D-glucosa en el medio de cultivo, produce una inhibicién de la biosinte-
sis de invertasa durante 5 h. para después de este tiempo superproducirse el
enzima. Concentraciones superiores de 2-desoxi-D-glucosa (3,0 mM) producen a
todos los tiempos ensayados (hasta 8 horas) una inhibicién de la sintesis de
invertasa.

Fig. 2.-Sintesis de la invertasa a diferentes

densidades celulares.
j T 1 T T En ordenadas esta representada,
la relacién entre la actividad de un cul-
—"‘\ tivo después de diferentes tiempos de

1 tratamiento con 0,45 mM de 2-
desoxi-D-glucosa, frente a la actividad
\‘ | invertdsica en el cultivo control al

mismo tiempo expresada como el por-
centaje de incremento de la sintesis de
invertasa. La densidad celular esta to-
s0° mada del momento de la adicién de la
d 2-desoxi-D-glucosa. (s—e) 3 h. de cul-

[T ) S — d:f::t}'ﬂ"_'_ tivo; (0—o) 6 horas de cultivo; (o—a4 )
/—.’ J 8 h. de cultivo. La linea discontinua

Inyertasa (%)
T T
\\o\
/"
/f

del 100 % corresponde a la actividad
s i del cultivo control a las diferentes den-
Densidad Celular (Cel/mi x 107) sidades celulares iniciales.

El grado de incremento de la sintesis de invertasa, con 0,45 mM de
2-desoxi-D-glucosa, a diferentes densidades celulares se muestra en la Fig. 2.
Como se puede observar, la densidad celular 6ptima para conseguir un mayor
incremento en la sintesis de invertasa a cualquier tiempo de cultivo es de
0,6 x 107 células/ml. Después de 8 horas de cultivo es posible obtener 4,5 veces
la actividad del cultivo control.
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La Fig. 3, muestra el efecto de la 2-desoxi-D-glucosa en el crecimiento y
consumo de galactosa por Saccharomyces carlsbergensis G-517. En este experi-
mento podemos observar que la adicién a un cultivo de 2-desoxi-D-glucosa pro-
duce, después de 30 min. una menor velocidad de crecimiento en el cultivo que la
contiene que en el cultivo control que no posee 2-desoxi-D-glucosa. La velocidad
de consumo de la galactosa también se ve disminuida por la presencia de este
desoxiazicar en el medio de cultivo.

Fig. 3.—Ffecto de la 2-desoxi-D-glucosa en el
crecimiento y consumo de galactosa por
Saccharomyces carlsbergensis -517.

Las células se crecieron en un 1 %

“— de extracto de levadura y un 1% de

2l yd 7' galactosa durante 14 horas a 28°C. En

/ el momento en que se recogieron, exis-
. tia un 0,2 % de galactosa en el sobre-
° nadante de cultivo. Estas células en

/ o fase exponencial de crecimiento, se
¢ / usaron como inéculo de 100 ml de un
/ medio fresco compuesto por extracto
Lo -

(600 nm)

Galactosa (mM)

de levadura al 1 % y galactosa 10 mM,
a el cual después de 30 min. de incuba-
cion se dividié en dos alicutas, a una
de las cuales se les adicioné 2-
desoxi-D-glucosa 0,3 mM. (e—e) cre-

/ \ cimiento sin 2-desoxi-D-glucosa; (0—o)
NN
L3

Absorcidn

crecimiento con 2-desoxi-D-glucosa;
(4— A) consumo de galactosa sin
2 3 & 3 T s 2:desoxi-D-glucosa; (A— A) consumo
Tiempe (h) de galactosa con 2-desoxi-D-glucosa.

Los resultados obtenidos para la sintesis de la invertasa externa y de la
invertasa total en presencia de 2-desoxi-D-glucosa (Fig. 4) son muy similares, pero
hay una diferencia importante entre ambas. Antes de las 3 horas de la adicién de
la 2-desoxi-D-glucosa el grado de inhibicion producido es diferente, a las 2 horas
de la adicién, la invertasa externa tiene un 50 % de inhibicién con respecto al
control pero la invertasa total solo tiene un 25 % de inhibicién, este resultado estd
de acuerdo con los datos publicados en trabajos anteriores (10) con respecto al
efecto de la 2-desoxi-D-glucosa en la inhibicién de la biosintesis de la mitad de
carbohidrato de la invertasa y la acumulacién de formas moleculares del enzima
en el interior del protoplasto.

De acuerdo con estos resultados, la presencia de 2-desoxi-D-glucosa en el
medio de cultivo ocasiona una superproduccién del enzima invertasa por Saccha-
romyces carisbergensis G-517, dicho incremento en la sintesis del enzima, en un
principio, se puede pensar que es debida, a que el enzima preexistente en una
forma inactiva se transforma en la forma biolégicamente activa o que se incre-
menta la sintesis de invertasa. Con el fin de establecer cudl de estas posibilidades
es la que se da «in vivo», se procedi6 a inhibir la biosiniesis de proteinas
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Fig. 4.-Representacién comparativa del efecto

de la 2-desoxi-D-glucosa sobre la sinte-
sis de la invertasa externa y total.

En ordenadas esta representada la
relacién entre la actividad total, o la
actividad exocelular de un cultivo des-
pués de diferentes tiempos de trata-
miento con 0,45 mM de 2-
desoxi-D-glucosa frente a la actividad
en el cultivo control al mismo tiempo,
expresada como €l porcentaje de in-
cremento de la sintesis. (A— a) inver-
tasa total; (e—e) invertasa exocelular;
(A—A) a-galactosidasa total; (0—o0)
a-galactosidasa exocelular. Densidad
celular inicial 0,6 X 107 células/ml.

mediante la adicién del antibiético cicloheximida cuando el enzima se estaba

superproduciendo y observar si éste dejaba de sintetizarse. En la Fig. 5, se

pueden observar los resultados obtenidos, la adicion de 1 pg/ml de cicloheximi-

da supone la detencién del incremento de actividad invertasica casi instantanea-

mente, esto supone el concluir que la superproduccién de invertasa ocasionada

Invertasa (U/ml)
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Fig. 5.~Efecto de la cicloheximida en el incre-

mento de la sintesis de la invertasa
producida por la 2-desoxi-D-glucosa.
Saccharomyces carlsherjeusis
G-517 se creci6 en un 1 % de extracto
de levadura y galactosa 10 mM. Densi-
dad celular inicial 0,6 X 107 células/ml.
(e—s) control sin adiciones; (A—a4)
con 0,45 mM de 2-desoxi-D-glucosa;
(o-=—0) con 0,45 mM de 2-
desoxi-D-glucosa y 1 pg/ml de ciclohe-
ximida anadido a las 2 h. de cultivo;
(a——a) con 0,45 mM de 2-
desoxi-D-glucosa y 1 pgiml de ciclohe-
ximida anadido a las 5 h. de cultivo.



por la presencia de 2-desoxi-D-glucosa en el medio de cultivo es debida a una
biosintesis «de novo» del enzima.

Cuando Saccharomyces carlsbergensis o Saccharomyces 303-67 se crecieron
en un 1 % de extracto de levadura y 10 mM de glucosa como fuente de carbono y
se anadieron 50 pg/ml u otra concentracién de 2-desoxi-D-glucosa los resultados
obtenidos, con respecto a la sintesis de invertasa fueron muy diferentes. En la
Fig. 6, se puede observar como en ningin caso se superproduce el enzima.
Saccharomyces 303-67 presenta una inhibicién de la biosintesis de invertasa a lo
largo de las 8 horas del experimento y Saccharomyces carlsbergensis G-517 sola-
mente después de 7 horas de cultivo se alcanzan unos niveles similares entre la
actividad invertdsica en el control y en el cultivo problema.

0,5 - /

Fig. 6.-Efecto de la 2-desoxi-D-glucosa sobre
a—=a la sintesis de la invertasa por Saccha-
/ romyces 303-67 (A) y Saccharomyces
carlsbergensis G-517 (B) creciendo con
0= - glucosa como fuente de carbono.
Las células se crecieron en ambos
1 K casos en extracto de levadura al 1 % y
glucosa al 1% durante 14 h. a 28°C.
/ En el momento de recoger las células
a quedaba un 0,2 % de glucosa en el so-
brenadante del cultivo. Estas células
en fase exponencial de crecimiento, se
usaron para inocular dos matraces que
o =1 contenian 100 ml de un medio fresco

o
1

a compuesto por un 1% de extracto de

Invertasa (U/ml)
w

levadura y glucosa 10 mM, los cuales
osr después de 30 min. (flechas) se divi-
dieron en dos alicuotas, a una de ellas

se anadié 2-desoxi-D-glucosa a una

025k ;A concentracién de 0.45 mM. (e—e) acti-
- / / vidad en el cultivo control sin 2-
.'/, desoxi-D-glucosa; (A—AD) actividad ersl

-— el cultive con 2-desoxi-D-glucosa 0,4
""‘fﬁ"./‘. ; | ! ! \ mM. Las densidades celulares inicia-

0 | 2 3 4 5 3 7 8 les fueron de 0,6 X 107 células/ml.
Tiempo (h)

Efecto de la D-xilosa sobre la sintesis de invertasa

La D-xilosa es un azdcar no metabolizable por las levaduras (11) y asi-
mismo actia como inhibidor competitivo de la hexoquinasa (12).

La adicién de 50 mM de D-Xilosa a un cultivo de Saccharomyces carlsber-
gensis que estd creciendo en exiracto de levadura al 1 % y galactosa 10 mM,
provoca un incremento en la sintesis de invertasa que se pone de manifiesto a los
30 minutos de la adicién de la D-Xilosa al medio de cultivo.
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Fig. 7.—Ffecto de la D-xilosa sobre la sintesis

de la invertasa por Saccharomyces
carlsbergensis G-517 usando galactosa
como fuente de carbono.

Las células se inocularon a una
densidad de 0,6 X 107 células/m} en un
medio compuesto por extracto de leva-
dura al 1 % y galactosa 10 mM. En el
momento que senala la flecha el cultivo
se dividié en varias alicuotas a las que

Lt se adicionaron D-xilosa, 2-

l //, desoxi-D-glucosa o ambos compues-

Invertasa (U/ml)

tos. (e—e) control sin adiciones; (a—a)

2-desoxi-D-glucosa 0,30 mM; (0—o)
/ D-xilosa 50 mM; (a-a) 2-
et ) \ , , desoxi-D-glucosa 0,30 mM y D-xilosa
o ) 2 3 . 5 [ [2 50 mM.

Tiempo (h)

La Fig. 7 resume los resultados obtenidos, la presencia de 50 mM de
D-xilosa provoca un incremento de la sintesis de invertasa similar al que produce
una concentracion de 2-desoxi-D-glucosa de 0,3 mM.

La presencia en un mismo cultivo de 2-desoxi-D-glucosa y de D-Xilosa
produce una adicién de los efectos causados por ambos aziicares sobre la sintesis
de la invertasa.

0——0—6——0—0
o

/Q}A/H-._a
/ -

—.—o

Fig. 8.=Efecto de la D-xilosa sobre la sintesis
de la invertasa por Saccharomyces
carlsbergensis G-517 usando glucosa
como fuente de carbono.

o

l

J El método seguido en el experi-
3 mento es como el descrito en la Fig. 7,
excepto que la galactosa se sustituyé

/ ./ por glucosa a una concentracién de 10
/ 4 mM. (e—e) control sin adiciones;
(a—a) 2-desoxi-D-glucosa 0,30 mM;

(0-0) D-xilosa 500 mM; (a-a) 2-
desoxi-D-glucosa 0,30 mM y D-xilosa.

Invertasa (U/ml)
°

Tlempo (h)

Cuando la fuente de carbono presente en el medio de cultivo es la glucosa,
tanto Saccharomyces carlsbergensis como Saccharomyces 303-67 no tienen afec-
tada la sintesis de invertasa por la presencia de 2-desoxi-D-glucosa en el medio de
cultivo, resultado que ya habiamos descrito anteriormente, sin embargo la adicién
de D-xilosa provoca un incremento de la sintesis de invertasa por ambas levadu-
ras similar al descrito anteriormente, asimismo los efectos causados por 2-
desoxi-D-glucosa y D-xilosa son aditivos, estos resultados estin résumidos en las

Figs. 8y 9. :
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T 1 I 7 T
T o/°/°/ i Fig. 9.-Efecto de la D-xilosa sobre la sintesis
= Ve de la invertasa por Saccharomyces
& ° e 303-67 usando glucosa como fuente de
= o/ A/‘ carbono.
o e El método seguido en el experi-
g //:/"—’—'_' b mento es como el ya descrito en la Fig.
5 y / 7, excepto que la fuente de carbono
3 l / utilizada fue la glucosa a una concen-
] / —t tracién 10 mM (e—e) control sin adi-
// /./l/ ciones; (a—a) 2-desoxi-D-glucosa
wlp — —" ] 0,30 mM; (0—0) D-xilosa 500 mM;
b— ié T (a—-a) 2-desoxi-D-glucosa 0,30 mM y
| 1 I ‘ D-xilosa 500 mM.
o 1 2 3 4 3
Tiempo (h)
DISCUSION

El esquema I resume las rutas de conversién de la galactosa y la glucosa
del medio de cultivo en glucosa-6-P intracelular. Si suponemos, que la represién
catabélica ejercida por estos aziicares y que afecta a la sintesis de diversas
proteinas entre las que se encuentra la invertasa, viene condicionada por los
niveles intracelulares de glucosa-6-fosfato u otro metabolito de la glucosa, el
efecto producido por la 2-desoxi-D-glucosa sobre la sintesis de la invertasa lo

ESQUEMA I

RUTA DE CONVERSION DE LA GLUCOSA Y LA GALACTOSA DEL MEDIO EN GLUCOSA-6-FOSFATO INTRACELULAR

q o i ferasa

Galactoquinasa 1 Galactoza-)1-P uridiltransg _
Galactosa Galactosa Galactosa-1-P T UDP-Galactosa
UDP-Glucosa Glucosa-1-p

UDP-Galactosa-
~4-epimerasa

Glucosa-i-P uridiltransferasa  ypp-gilucosa

—

Fasfoglucomutaea uTP PP1

— | GIucesa-6-F
Glucosa Glucosa Hexoquinasa |

Glucosa-1-P

Hexoquinasa
EELLC.LL LLLL L

2-desoxi-Glu 41— 2-desoxi-Glucosa 2-desoxi-Glu-6-P.—, 2-desoxi-Glu-1,6-P

Z—desox}—Glu—l-P

UDP-2dG; GDP-2dG
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podriamos achacar a una inhibicién de alguno o varios de los enzimas que
transforman la galactosa exocelular en glucosa-6-fosfato intracelular es decir
2-desoxi-D-glucosa inhibiria algiin enzima de la ruta de la galactozimasa. Por otra
parte un inhibidor competitivo de la hexoquinasa tal como la D-xilosa produce un
efecto similar cuando las levaduras crecen en glucosa lo cual indicaria que los
niveles bajos de glucosa-6-fosfato u otro metabolito de glucosa afecta a la sintesis
de la invertasa.

El hecho de que 2-desoxi-D-glucosa, no tiene el efecto descrito anterior-
mente sobre la sintesis de la invertasa, cuando las levaduras crecen utilizando
glucosa como fuente de carbono restringe su papel a la ruta de la galactozimasa
sin embargo D-xilosa ejerce un efecto similar tanto usando la galactosa como la
glucosa como fuentes de carbono por lo que se podria suponer que ademds de
inhibir hexoquinasa (12) también seria inhibidor de algin enzima de la ruta de la
galactozimasa.

En otro sentido, cuando estdn presentes en el medio de cultivo tanto
2-desoxi-D-glucosa como D-xilosa los efectos de ambos compuestos se suman. La
inhibicién causada por la D-xilosa sobre la hexoquinasa no sélo se manifestaria
produciendo un descenso en la velocidad de fosforilacién de la glucosa o en la
velocidad de sintesis de glucosa-6-fosfato a partir de galactosa sino que también
produciria un descenso en la velocidad de fosforilacién de la 2-desoxi-D-glucosa a
2-desoxi-D-glucosa-6-fosfato. Estos datos apoyan la idea de que es la 2-
desoxi-D-glucosa el compuesto responsable del incremento de la sintesis de la
invertasa y no un metabolito suyo, resultado que estaria en contraposicién con los
publicados por otros autores (13) en el sentido de que es la 2-
desoxi-glucosa-6-fosfatoel metabolito responsable de la inhibicién de la biosinte-
sis de carbohidratos en levaduras.
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