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SUMMARY
Role of trehalase in Schizosaccharomycespombe: Distribution during thelife cycle, characterization and location

Vegetative cells of Schizosaccharomyces pombe |ack trehaiase activity but the enzyme activity is present at
the ascospore stage and later disappears during germination. Cells of a yeast strain unable to sporulate are devoid
of trehalase throughout the entire life cycle. The ascospore enzyme is not released to the culture medium and
shows the properties of a nonregulatory trehaiase with acidic optimum pH and Km = 10'9x10-'M. On the basis of
itsinvivo sensitivity to mild acid treatmentsand of its behaviour duringfractionation at low speed centrifugation of
whole ascosporeextracts, theenzymeappears to beexternally |ocated on the cellsand coval entI?/ bound to thecell
wall structure. In situ inactivation of the trehalase enzyme partially blocks the initial morphological changes of
germination. Germination of trehalase-less ascospores is further delayed when resynthesis of the enzyme is
prevented by addition of cycloheximide. Theresults suggest that the trehal ase enzyme plays a critical role in the
early eventsof germination by mobilizing the endogenous trehal ose stored in ascospores so that the process can
take place even in the absence of external carbon sourcesdirectly available provided other nutrients be present.
Thus. the trehalose-trehalase system might represent in this yeast a significant mechanism that would allow to
initiate germination under conditions in which the energy and carbon supplies in the surrounding medium are poor
for the ascospores but could be used for the resulting vegetative cells.

RESUMEN

Lascélulas vegetativasdeSchizosaccharomycespombe carecen de actividad trehal asaperoestaactividad
esta presente en las ascosporas y desaparece de nuevo durante la germinacion. Una cepa incapaz de esporular
carecedeenzimaalolargodetodoel ciclovital delalevadura. Laenzimadelasascosporas no seliberaa mediode
cultivo y tiene las propiedades de una trehalasa no reguladora con pH éptimo 56 y Km = 10'9x 10~ * M. Por su
inactivacion in vive mediante tratamiento de ascosporas con acidos diluidos y su comportamiento en centnfuga-
cidon de extractos celulares a baja velocidad, la enzima parece localizada en el exterior de la célula unida
covalentemente alapared celular. Lainactivacionin situ delatrehal asa bloquealoscambiosmorfologicos iniciales
gue acompanan la germinacion. La etapa inicia de la germinacion de ascosporas con trehalasa inactivada se
retrasaatn méascuando seimpidelaresintesisdeenzima por adiciéndecicloheximida. L osresultados sugierenque
esta enzima desempefia un papel importante en el primer paso de la germinacion, movilizando la trehalosa
enddgena acumulada en ascosporas y permitiendo el inicio de la germinacion en ausencia de fuentes carbonadas
exogenas utilizables, siempre que se presenten otros nutrientes esenciales. El sistema trehal osa-trehalasa puede
por tanto representar en estalevadura un mecanismo que hace posible lagerminacién en condiciones que suponen
unalimitacién nutricional paralasascosporas pero no paralascélulas vegetativas resultantes de lagerminacion.

INTRODUCCION celular en levaduras (PANEK, 1963). Las
trehalasas (EC 3.2.1.28) son hidrolasas especi-

Latrehalosa (x-D-glucopiranosil-x-D-glucopi-  ficas capaces de desdoblar trehalosa en dos
randsido) es un disacarido no reductor que moléculas de glucosa. Dependiendo de las es-
constituye la principal reserva carbonada intra-  pecies, se ha descrito la existencia de dos tipos
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de trehalasas implicadas en la movilizacién de
la trehalasa endégena en levaduras: reguladoras
y no reguladoras (THEVELEIN. 1984). Las
trehalasas reguladoras existen en forma cnptica
inactiva y pueden pasar a forma activa me-
diante una modificacion covalente por fosfori-
lacion que esta mediada por ATP y una protei-
na-cinasa celular dependiente de AMP-ciclico;
estas formas activas pueden a su vez desfofori-
larse por accion de una fosfatasa perdiendo de
nuevo su actividad catalitica (ORTIZ et al.,
1983). Las trehalasas no reguladoras se pre-
sentan, en cambio, en forma enzimética direc-
tamente activa y no sufren ciclos post-trans-
cripcionales de fosforilacion y desfosforilacion.

Mientras que la utilizacion de la trehalosa
enddgena en levaduras con trehalasas del pri-
mer tipo esta influenciada por los niveles intra-
celulares de ATP y AMP-ciclico, en las espe-
cies con trehalasas no reguladoras la hidrélisis
del sustrato de reserva parece depender exclu-
sivamente de cambios estructurales o de com-
partimentalizacion que normalmente limitan la
interaccion espaciotemporal entre la enzima y
la trehalosa coexistente en las células.

INOUE & SHIMODA (1981a, 1981b) descri-
bieron la existencia de una trehalasa en ascos-
poras de Schizosaccharomyces pombe y obser-
varon un notable descenso de la trehalosa in-
tracelular durante la germinacion de estas for-
maciones. Dichos autores sugirieron que € es-
timulo germinativo podria favorecer la unién
enzima-sustrato para disponer de una fuente
energeética accesoria capaz de sustentar inicial-
mente e proceso de diferenciacion. Sin em-
bargo, en €l estudio de la germinacion realizado
por estos autores se utilizo la presencia de una
fuente carbonada exégena en el medio de ger-
minacién Yy, en consecuencia, e mecanismo
postulado parece redundante, innecesario y de
dudosa relevancia por implicar la movilizacién
de un sustrato enddgeno en condiciones en que
precisamente su producto esta en exceso en €
medio de cultivo. Sobre esta base, € presente
estudio se inicié para comprobar lavalidez o no
del modelo propuesto y establecer, en su caso,
su significacion fisiolégica abordando entre
otros los siguientes puntos: i) verificar la rela-
cion especifica entre esporulacién, germinacion
y presencia de actividad trehalasa durante el
ciclo vital de esta levadura; ii) localizar y ca-
racterizar la trehalasa presente en este microor-
ganismo, incluyendo la determinacion de su
naturaleza reguladora o no reguladora y algunos
parametros cinéticos significativos, y iii) explo-
rar el posible papel del sistema trehalosa-
trehalasa en el fendbmeno de la germinacion
analizando, en concreto, el proceso germinativo

26

en ausencia de fuentes energéticas exogenas al-
ternativas a la trehalosa endégena.

L os datos obtenidos permiten apoyar € mo-
delo propuesto por INOUE & SHIMODA (1981a,
1981b) y conducen a considerar como vélido un
mecanismo que, aunque resulta en apariencia
paraddjico, puede ayudar a esclarecer algunos
aspectos fisiolégicos del proceso morfogenético
de la germinacioén.

MATERIALES Y METODOS
MICROORGANISMOY MEDIOS DE CULTIVO

Las dos cepas de S. pombe utilizadas en ese estu-
dio derivan de la estirpe silvestre inicialmente des-
crita por LEupOLD (1950): lacepa h®® 968 (homotdlica)
y la cepa h™ 972 (heterotdlica), caracterizadas por
EsposiTo & EsposiTo (1975). A lo largo del presente
trabgjo ambas cepas se designan abreviadamente
como h® y h’%, respectivamente. Para su manteni-
miento, las levaduras se crecieron por siembra en su-
perficie en medio Winge sélido previamente esterili-
zado (2% glucosa. 0’3% extracto de levadura). Los
cultivos se incubaron primero durante 24 h. a 29-30°C
y se mantuvieron luego almacenados a temperatura
ambiente mediante resiembras periddicas. Para estu-
dios de esporulacién y germinacion los microorga-
nismo-se inocularon en medio MEL liquido (3% ex-
tracto de malta en tampdn fosfato 50 mM pH 5'9) y
los cultivos se desarrollaron mediante incubacién a
29°C en un agitador orbital Lab-Line termostatizado.

RECUENTOS CELULARES

El recuento celular a diferentes tiempos de incuba-
cion se llevé a cabo mediante recuento directo en
cdmara Burke calculando la concentracién celular
como nimero de células por mililitro (N) segin la
formulaN = 25 x 10* x A x D, donde A esla media
del nimero de microorganismos determinado en los
recuentos efectuados por cuadriculade lacamaray D
e factor de dilucién correspondiente. 'Debido a las
especiales caractensticas del microorganismo en me-
dio MEL, que permite la conjugacion, el factor A
puede representar cuatro estadios morfologicos dis-
tintos en la cepa homotélica h®®: células vegetativas.
zigotos, ascos y ascosporas. Por ello, el valor N se
determind en su caso mediante la siguiente expresion
que incluye el recuento de cada uno de las formas
celulares:

N =25 x 10* x (v+2z+2a+s2) x D

donde v = formas vegetativas, z = zigotos. a = ascos
y s = ascosporas, de acuerdo con € hecho de que 2v.
por conjugacion. forman y equivalen a 1z 6 la en
términos de recuento y originan a su vez 4s. La ex-
presion en porcentaje de las formas z. ay s fue la
siguiente: %z = (2z/N) X 100; %a = (2a/N) X 100; %s
= [(2a+s/2)/N] x 100.

De modo andlogo, el recuento celular durante la
germinacién de la cepa h®® requirié la determinacion



directa de cada una de las etapas morfoldgicas resul-
tantes del proceso.

OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES

En las pruebas que requirieron € uso de extractos
celulares como fuente enzimética, se procedi6 a lavar
repetidamente las células recogidas de los cultivos
tras centrifugacion a baja velocidad y a resuspender-
las finalmente en tampon acetato 0’IM pH 56. Las
suspensiones obtenidas se sometieron a continuacion
a ruptura mecanica, en presencia de polvo de vidrio
Ballotini (0'45-050 mm), en un desintegrador Braun
MSK con refrigeracion acoplada, durante aproximada-
mente 30 segundos. L a eficiencia de rotura celular se
comprobd mediante observacion microscopica por con-
traste de fases en un microscopio Olympus BH-2. Los
extractos se centrifugaron seguidamente a 3.000 X g
durante 20 min. en una centnfuga MSE y d preci-
pitado obtenido fue lavado con tampdn acetato y
posteriormente resuspendido en e mismo tampén
constituvendo la fraccion particulada de paredes ce-
lulares. Los sobrenadantes resultantes y la fraccion
particulada se utilizaron directamente en las determi-
naciones enzimaéticas como se indica en los corres-
pondientes ensayos.

ENSAYOS ENZIMATICOS

Para la realizacion de ensayos enzimaticos con cé-
lulas enteras se tomaron volUmenes fijos de cultivos
de concentracion celular conocida, que se sometieron
a centrifugacién a 3.000 x g durante 10 minutos. Tras
lavados sucesivos, las células se resuspendieron en
un volumen de tamp6n acetato 0’ IM pH 5'6 diez ve-
ces inferior al inicia y se utilizaron como fuente en-
zimética

Como sustrato para la reacciones enziméticas se
emplearon soluciones de trehalosa 200 mM en tam-
pon acetato 0’IM pH 5'6 que se mantuvieron conge-
ladas hasta proceder a los correspondientes andlisis
enzimaticos.

Los ensayos enzimaticos se llevaron a cabo en
un volumen final de 1 ml utilizando 05 ml de la
suspension de células (0. en su caso. extracto ce-
lular) a los que se afiadié 0'5 ml de la solucién del
sustrato. En los casos particulares en que se de-
seb realizar la reaccién a un pH determinado dis-
tinto del estandar sefialado se emplearon alterna-
tivamente los tampones acetato (en el rango 3'8-
5'6) o fosfato (en €l rango 5°6-8'0) a una fuerza io-
nica 0’1 M tanto para resuspender las células como
para preparar la soluciéon de trehalosa. Los ensayos
se incubaron a 30°C durante tiempos variables y la
reaccion se detuvo por adicion de 1 ml del reactivo
alcalino de Somogyi. La valoracién de grupos reduc-
tores generados se estimé como glucosa por el mé-
todo de SomoGyI-NELSON (1952). A lo largo de los
ensayos enzimaticos se dispusieron controles parti-
culares sometidos a condiciones idénticas a las em-
pleadas en los ensayos problema y en los que la acti-
vidad trehalasa habia sido previamente inactivada por
el elevado pH del reactivo de Somogyi adicionado a
la fuente enzimética antes del comienzo de las reac-
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Figura 1. Curvade crecimiento de S. pombe h®° en
medio MEL a 29°C. Simbolos: v=células vegetativas;
Z=zigotos; a=ascos; s=ascosporas. L a parte superior
delafiguraindicalosgrupos reductores presentesen el
medio de cultivo valorados como glucosa.

Growth curveof §. pombe h" 1n MEL medium at 29°C Symbols: v=ve-
getative ce}lls; z=zygotes; a=asc1; s=ascospores. Upper panel shows
reducing groups in ihe growth medium measured as glucose.

ciones (tiempo cero). De este modo, € incremento de
grupos reductores determinado en los ensayos co-
rresponde a la accién enzimaética de la trehalasa desa-
rrollada bajo condiciones controladas.

Una unided de actividad enzimatica se definid
como la cantidad de enzima necesaria para liberar del
sustrato [ nmol de glucosa por minuto en las condi-
ciones de pH y temperatura establecidas.

ENSAYOS DE ACTIVACION ENZIMATICA POR
AMP CICLICO Y ATP

Para determinar la posible activacion de la treha-
lasa de S. pombe mediante modificacién covalente
por fosforilacién, se tomaron dos alicuotas iguales de
extracto celular. A 1 mililitro de extracto se adiciond
en un caso 0'25 ml de tampodn fosfato SGmM pH 7'y,
en otro, 0'25 ml del mismo tampén conteniendo mez-
cla activadora para dar una concentracion final de
ATP 0'8mM, SO Mg 1'8mM, AMP ciclico 10uM,
FNa 10mM (inhibidor de fosfatasas) Yy teofilina ImM
(inhibidor de fosfodiesterasas). Como control, se rea-
liz6 una prueba paralela utilizando extractos celulares
obtenidos de la levadura Candida utilis CECT 1061
cuya actividad trehalasa de tipo regulador resulta ac-
tivada en tales condiciones por fosforilacién mediada
por AMP ciclico, ATP y proteina-cinasa celular pre-
sente en los extractos (ARGUELLES el al., 1984).

Trasadicionar en un caso tampén s6lo y tampdn con
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FiGUra 2. Actividad trehalasaen S. pombe h®*®y h7? alo largo de la curva de crecimiento. Las condiciones de

crecimiento son las indicadasen la fig. 1.

Trehaiase activity in S. pombe h*® and h™ throughout the growth curve. Experimental condiiions are as those shown for fig. 1



mezclaactivadoraen el otro. losextractosseincubaron
paraactivacién durante 10 minutos a 30°C y posterior-
mente se utilizaron en los correspondientes ensayos
enzimaticos comparativos, valorandose la trehalasa
como se ha descrito anteriormente.

INACTIVACION IN SITU DE LA TREHALASA Y
DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELU-
LAR

Un volumen de una suspension de ascosporas de
concentracion celular conocida se resuspendio en CIH
0’IN y otro volumen idéntico se mantuvo sin trata-
miento en aguadestilada. Ambas suspensiones seincu-
baron durante 30 minutos a 18°C igualandolas final-
mentea pH 5tras sucesivos lavados, con el fin de evitar
e efectodel bajo pH en el posterior ensayo enzimatico
delamuestrapretratadacon &cido diluido y determinar
solamente la accién previa del tratamiento sobre la
enzima. Las respectivas suspensiones se utilizaron a
continuacion como fuente enzimética en reacciones
comparativas para analizar la accion desnaturalizante
del tratamiento previoy evidenciar laaccesibilidad o no
del 4cido alaenzimaestabl eciendo, en consecuencia, la
disposicién externa o interna respectivamente de la
trehalasa en ascosporas intactas. El carécter selectivo
de la inactivacién detectada se comprobé en paralelo
determinando por el método de lareduccién del azul de
metileno (ARNOLD, 1972; VILLANUEVA & GAcTO. 1973)
la viabilidad de las ascosporas tras € tratamiento em-
pleado en la localizacién de la trehalasa.

PRODUCTOS Y REACTIVOS

Trehalosa fue obtenida de Merck. AMP ciclico,
ATP, teofilina y cicloheximida fueron de Sigma. El
resto de los productos y reactivos utilizados, de di-
versos ongenes, fue de calidad analitica.

RESULTADOS

ACTIVIDAD TREHALASA DURANTE EL
CICLO DE DESARROLLO

Para estudiar la presencia de la actividad
trehalasa a lo largo del ciclo de desarrollo se
analizo en primer lugar la curva de crecimiento
de las cepas h®° y h”? en medio MEL y se de-
termind a continuacion la actividad enzimatica
en cada uno de los estadios o fases morfoldgi-
cas del desarrollo.

La cepa homotdlica h®® experimentd una
transiciéon morfolégica desde formas vegetati-
vas a ascosporas mientras, por € contrario, la
cepa heterotdlicah’ no esporulé y se mantuvo
en forma de células vegetativas tanto en la fa
se exponencial de crecimiento como en la
fase estacionaria. Bl cultivo de h®® inici6 lafase
estacionaria hacia las 30 horas de incubacion,
cuando d descenso del nivel de grupos reducto-
res en e medio fue notable, y la densidad celu-

lar se estabilizé en valores proximosa 2 x 108
células/ml (fig. 1). La transicion de células ve-
getativas a zigotos ocurre en dicha cepa me-
diante un proceso de conjugacion isdgama y
estas formas, junto a células vegetativas no
conjugadas, predominan en d cultivo durante
las primeras 40 horas de incubacion; los zigotos
originaron ascos que, hacialas 70 horas, empe-
zaron a liberar las 4 ascosporas formadas en €
interior de cada zigoto. El nivel final de ascos-
poras se mantuvo cuando se alcanzé en e me-
dio una concentracion de alrededor de 2 x 10¥
ascosporas/ml, equivalente a un 50% de espo-
rulacion teniendo en cuenta las formulaciones
descritas en Materialesy Métodos. Aunque las
distintas fases se presentan parcia mente super-
puestas en € tiempo, con lacepah®® se lograen
medio MEL una transicion morfolégica de
conjunto relativamente sincronizada sobre un
fondo de células vegetativas que no se conjugan
durante € crecimiento dd cultivo.

Ladeterminacion de latrehalasa a lo largo de
la curva de crecimiento revel6 que la actividad
enzimética en la cepa h?® solo es detectable a
partir de las 70 horas y nula hasta dicho mo-
mento, lo que se corresponde con & descenso
en d cultivo de las formas celulares que prece-
den alas ascosporas y coincide con laaparicion
de éstas (fig. 2). En ningun caso la actividad se
detectd en forma libre extracelular en d medio
de cultivo. Ensayos paralelos realizados con la
cepa h’ evidenciaron, en cambio, ausencia to-
ta de actividad en todos los tiempos ensaya-
dos. Estos resultados indican que la actividad
trehalasa parece especificamente relacionada
con funciones fisiol6gicas llevadas a cabo en €
estadio de ascospora.

La evolucion de la actividad trehalasa du-
rante la germinacién de las ascosporas de la
cepa h® fue tanibién analizada. Para €llo, un
cultivo esporulado se ajustd a una concentra-
cion inicia de 10* ascosporas/ml y se incubd en
medio MEL fresco determinandose la variacion
de laactividad enziméaticaa lo largo del proceso
germinativo. La germinacion de ascosporas de
S. pombe comprende distintas etapas morfol6-
gicas que se presentan secuencialmente desde
las ascosporas refréactiles hasta las células ve-
getativas resultantes de la germinacién. Dicho
proceso. que se resume en lafigura3, incluye d
paso inicia de ascosporas refractiles (a) hasta
ascosporas oscuras (b), las cuaes posterior-
mente derivan a formas protuberantes o piri-
formes con inicio de tubo germinativo (c); estas
Ultimas originan formas caracterizadas por la
presencia de un gerrnotubo de longitud a me-
nos igual a diametro de las ascosporas (d),
las cuales evolucionan a su vez hasta consti-
tuir las nuevas células vegetativas totalmen-
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Figura 3. Secuencia dd proceso de germinacion de ascosporas de S. pombe h?°. SImbolos; a=ascosporas
refringentes; b=ascosporas 0Scureci das;c =formaspiriformes; d =ascosporas germinadas; e =cél ul asvegetatives.

Germination process for S. pombe hW ascospores. Symbols: a=refractile ascospores; b=dark ascospores; ¢ =pear-shaped forms; d=germinated
ascospores; ¢ =vegetative cells.

te formadas (). Como expresa la figura 4,
la actividad trehalasa desciende durante la ger-
minacién en paralelo a la desaparicion en €l
cultivo de las formas refréactiles iniciales, o que
representa la etapa mas temprana del proceso
germinativo. Estos resultados, junto a los ante-
riormente mencionados, sugieren que durante
el ciclo de desarrollo de este microorganismo la
presencia de enzima esta especificamente res-
tringida a la fase representada por las ascospo-
ras maduras capaces de iniciar la germinacion.
Teniendo en cuenta su aparicion durante la es-
porulacién y su desaparicion durante la germi-
nacion, los resultados descritos apoyan ademas
laidea de que la trehalasa desarrolla su funcién
en ascosporas antes de que ocurra la segunda
etapa morfologica del proceso germinativo, es
decir, con anterioridad a que alcancen la fase
de oscurecimiento e hinchamiento que precede
a la emision del tubo gerrninativo.
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CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

Para determinar la influencia de la tempera-
tura en la actividad trehalasa de |las ascosporas
se ensay0 la actividad enzimatica durante 10
minutos a diversas temperaturas utilizando sus-
pensiones de esporas lavadas y resuspendidas
en tampon, segun se indic6 en Materiales y
Métodos. La hidrdlisis del sustrato exdgeno se
incrementd considerablemente de 30°C a 60°C
y la actividad méxima se alcanzé a 60°C; por
encima de dicha temperatura el descenso de
actividad relativa fue muy acusado (fig. 5). Por
otra parte, para establecer el grado de desnatu-
ralizaciéon térmica a varias temperaturas se
mantuvieron alicuotas idénticas de suspensio-
nes de ascosporas a las temperaturas indicadas
en lafigura 5 y, a continuacion, se procedié a
realizar la reaccion enzimética sobre trehalosa
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FiGuRA 4. Evolucion de laactividad trehalasa durante

la germinacion de ascosporas. Arriba: transicion de

etapas morfolégicas durante el proceso; los simbolos a,

b, ¢ y d son los indicados en la fig. 3. Abajo: determina-

cton paralela de la actividad trehalasa en el cultivo en
germinacion.

Changes in trehalase activity during ascospore germination. High: mor-

phological changes during the process; symbols a, b, ¢ and d are those

indicated in legend for fig. 3. Bottom: trehalase determination in the
germinating culture as a function of time.

durante 10 minutos en condiciones estandar de
temperatura. Los resultados evidenciaron que a
temperaturas de preincubacion superiores a
50°C se presenta una ligera desnaturalizacién
enzimatica en ascosporas que se acentia a par-
tir de los 60°C y hace practicamente nula su
actividad a temperaturas superiores. Por su
elevada termoestabilidad relativa, considerando
en particular la ausencia de inactivacién por
calentamiento in vitro a 50°C durante 10 minu-
tos, la actividad trehalasa estudiada parece en-
cajar en el grupo de las trehalasas no regulado-
ras propuesto sobre la base de ésta y otras ca-
racteristicas por THEVELEIN (1984). Para es-
tablecer adicionalmente la naturaleza no regu-
ladora de la enzima se ensayd su posible acti-
vacion mediante fosforilaciéon en presencia de
AMP ciclico y ATP. Los resultados obtenidos
con extractos celulares mostraron ausencia de
activaciéh enzimatica en condiciones en que la
trehalasa reguladora de C. utilis, utilizada como
control, resulté notablemente activada.
Lafigura 6 representalos resultados obtenidos
sobre la determinacién del pH éptimo referidos a
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FIGURA S, Efecto de latemperatura sobre la actividad

enzimatica en cqndiciones estandar de ensayo (arriba)
y tras pretratamientos de 10 min a diversas temperatu-
ras en ausencia de sustrato (abajo).

Effect of temperature onthe enzyme activity at standard assay conditions
(high) and after 10 min pretreatments at various temperatures in the
absence of substrate (bottom).

porcentaje de actividad respecto al valor ma-
ximo. La actividad exhibe su pH 6ptimo cercano
a5’5. El pH 6ptimo en zona acida es también una
caracteristica que coincide con lo descrito para
trehalasas no reguladoras (THEVELEIN, 1984).
La influencia de la concentracidn de sustrato en
la actividad detectada y la determinacién de la
Km por el método de los dobles inversos estan
indicadas en lafigura 7. Paralarepresentacion de
Lineweaver-Burk la recta fue ajustada por mini-
mos cuadrados a partir de los datos experimen-
tales obtenidos y el valor Km calculado para la
actividad trehalasa de esta levadura fue 10’9 mM.

LOCALIZACION DE LLA TREHALASA EN
ASCOSPORAS

La actividad trehalasa recuperada en ascospo-
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FIGURA 6. Influeneiadel pH en la actividad trehalasa.

Effect of pH on trehalase activity.

ras tras tratamientos con acidos diluidos bajo
condiciones controladas fue tan sélo del 4% res-
pecto a la actividad obtenida con ascosporas no
pretratadas (tabla 1). En consecuencia, estos re-
sultados sugirieron que al menos el 96% de la
actividad detectada en ascosporas es pericelular
y el resto puede considerarse debida a enzima
intracelular en vias de secrecion o insensible al
acido. Para discernir entre una localizacion peri-
plasmica, a nivel del espacio determinado por la
membrana y la pared celular. o una disposicion
ligada covalentemente a la pared celular se pro-
cedi6 a la obtencidn de extractos celulares y aun
fraccionamiento por centrifugacion a baja velo-
cidad.

Como se senala en la tabla 2. la distribucién de
la actividad enzimaética de extractos de ascospo-
ras indicd que la trehalasa se localiza mayorita-
riamente en la fraccion particulada obtenida a
baja velocidad sin resultar solubilizada tras la
ruptura celular; estos datos revelan que la treha-
lasa se encuentra por tanto asoclada a la pared
celular de las ascosporas como un componente
estructural.

TasLA 1.

NMOLES GLUCOSA/MIN / 10®

160 250
TREHALOSA (mM)

o
@
o

Influencia de la concentracion de sustrato
en la actividad trehalasa. Arriba: curva de saturacion
por trehalosa. Abajo: determinacion de la Km por el
método de Lineweaver-Burk.

FIGURA 7.

Eflect of substrate concentration on trehalase activity. High: saturation
curve for trehalose. Bottom: Km value according to the Lineweaver-Burk
method.

ANALISIS DEL PROCESO GERMINATIVO
EN ASCOSPORAS CARENTES DE TREHA-
LASA

La falta de inhibidores conocidos que actien
especificamente sobre la enzima trehalasa in
vivo y la inexistencia de mutantes de esta leva-

Localizacion externa de trehalasa en ascosporas de S. pombe. 1 =porcentaje de viabilidad determinado

mediante recuento celular aplicando la prueba del azul de metileno; 2=pg de glucosa liberados a los respectivos

tiempos de incubacidn en los ensayos enzimaticos; 3=unidades de trehalasa valoradas en 10° ascosporas lavadas

tras pretratamiento. (0)=trazas, valores menores a | pg de glucosa o0 04 unidades enzimaticas en condiciones de
ensayo.

External location of trehalase in ascospores of S. pombe. | =percentage delermined by cell counting following the methyleneblue test. 2=ug of glucose

released at the indicated times in assay conditions. 3=1rehalase units per 10° ascospores washed after pretreatment. (0)=traces, values lower than | ug
glucose or 0'4 enzyme umits in assay conditions.

TRATAMIENTO PREVIO NINGUNO CIH 0’ IN 30 min
TIEMPO DE INCUBACION 15 MIN 30 MIN 15 MIN 30 MIN

Viabilidad' 97 97 98 97

Glucosa liberada’ 58 118 (0) S
Unidades enzimaticas?® 21°48 21’85 ) 0'92
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TaBLA 2. Asociacion de la actividad trehalasa a la pared celular de ascosporas. Para detalles experimentales,
véase Materiales y Métodos.
Linkage of trehalase activity to the ascospore cell wall. For experimental details, see Materials and Methods.
pg GLUCOSA/min/ml UNIDADES
SUSPENSION ENZIMATICAS/ % ) %
10° ESPORAS RECUPERACION DISTRIBUCION
Células enteras 17°6 24’4 100 —
Extractos celulares 14’8 20°s 84’ 100
—Fraccion soluble 1’6 22 9’1 10’8
—Fraccion particulada 132 183 75°0 892
TRE* TRE™

dura que suministren ascosporas viables ca-
rentes de trehalasa impiden clarificar de mo-
do concluyente la funcion de esta enzima du-
rante la germinacion. No obstante, una apro-
ximacion al papel desempenado por la trehalasa
en este proceso puede lograrse teniendo en
cuenta, por un lado, la naturaleza de las enzimas
pericelulares descritas en levaduras (GACTO,
1973) y, por otra parte, la evolucién del proceso
germinativo cuando dichas enzimas resultan
inactivadas.

Con dicho fin se dispuso de cultivos esporula-
dos inducidos a germinar en paralelo mediante
adicién de medio MEL fresco. Dichos cultivos
fueron divididos previamente en dos series de
idéntica concentracioén de ascosporas. Una pri-
mera serie estuvo constituida por ascosporas in-
tactas como referencia del proceso de germina-
cion (células TRE™). Una segunda serie com-
prendié ascosporas que habian sido pretratadas
con acido ‘diluido como se ha indicado anterior-
mente, carentes por tanto de trehalasa funcional
en el inicio de la germinacion (células TRE 7). En
ambas series se siguié morfolégicamente el pro-
ceso de germinacion cuantificado mediante mi-
croscopia de contraste de fases las distintas eta-
pas, como se indica en la figura 8. En el primer
caso, las ascosporas refrigerantes TRE * (a) pa-
saron a formas oscuras en medio MEL (b), dando
lugar a formas piriformes o protuberantes (c) que
desarrollaron un germotubo claramente recono-
cible (d). En el segundo caso. la inactivacion
inicial de la trehalasa retrasé la desaparicion en
los cultivos de las formas refringentes; lo mismo
sucedio respecto a las formas oscurecidas, a la
vez que se impidid la formacidén completa del
germotubo en el intervalo de tiempo considerado
(véase fig. 8). Estos experimentos revelaron que
la carencia de trehalasa (y otros enzimas exter-
nos) afecta la secuencia de la germinacion a nivel
de ta primera etapa de dicho proceso, retrasando
la pérdida Jdo - fringencia y subsecuentemente
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FIGURA 8. Germinacion de ascosporas intactas

(TRE*) y de ascosporas carentes de trehalasa por pre-

tratamiento con acido diluido (TRE ™). En cada caso

2x10* ascosporas/ml en medio MEL se incubaron a
29°C. Simbolos. como en la fig. 3.

Germunation of untreated ascospores (TRE * ) and of trehalase-less ascos-

pores obtained by mild-acid pretreatment (TRE ™). In each case 2x10"

ascaspores:ml in MEL medium were incubated at 29°C. Symbols are as in
fig. 3.

todas las fases posteriores. Aparentemente, la
inactivacién enzimatica no origina un bloqueo
total de la germinacion. sino sélo su retardo; ello
parece debido a que las células permanecen via-
bles tras el tratamiento acido (véase tabla 1) y son
capaces por tanto de sintetizar de novo la enzima
en condiciones de germinacion.
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Cuando el seguimiento de la germinacion de
ascosporas TRE* y TRE ™ se realiz6 en presen-
cia del inhibidor de sintesis proteica ciclohexi-
mida, los resultados indicaron que este agente
por si solo no inhibe la primera etapa de la germi-
nacién en ascosporas intactas (fig. 9); la pérdida
de refringencia no parece por tanto requerir sin-
tesis de nuevas proteinas. La cicloheximida, en
cambio, impide que se lleve a cabo el segundo
paso de la germinacion, es decir, la conversion de
formas oscuras a piriformes. provocando que las
primeras se acumulen en el medio y bloqueando
en consecuencia el posterior desarrollo del ger-
motubo (fig. 9, arriba). Por otra parte, la inhibi-
cion de la resintesis de enzima en ascosporas
TRE 7, superpuesta a la inactivacion previa de la
trehalasa, determina un notable bloqueo de la
primera etapa de la germinacion (fig. 9, abajo).

Estas observaciones implican que el proceso
de germinacién de ascosporas se inicia en condi-
ciones normales bajo la influencia de un estimulo
germinativo sin necesidad de sintesis proteica.
Este requerimiento se presenta sin embargo con
pcsterioridad ala etapa de oscurecimiento y hace
posible que la germinacion progrese. Adicional-
mente, los datos revelan que en ascosporas ca-
rentes de trehalasa se hace evidente un bloqueo
de la primera etapa germinativa, que se amplifica
si se refuerza la carencia de enzima con ciclohe-
ximida para impedir su resintesis. Tales resulta-
dos, en su conjunto, sugieren que la trehalasa
pericelular desarrolla especificamente su papel
en la primera etapa del proceso germinativo, es
decir, durante la transicion de ascosporas refrac-
tiles intactas a formas oscuras preparadas para
germinar.

GERMINACION DE ASCOSPORAS EN AU-
SENCIA DE FUENTE CARBONADA EXO-
GENA

La hidrolisis de trehalosa enddgena constituye
un suceso temprano gue acompana la germina-
cion de ascosporas de esta levadura (INOUE &
SHIMODA, 1981a, 1981b). Si tal movilizacion re-
presentara un mecanismo significativo de arran-
que de la germinacion mediado por la trehalasa,
entonces seria posible evidenciar el inicio de la
germinacion incluso en ausencia de fuente car-
bonada externa.

El inicio de la germinacion ocurre sin diferen-
cias notables tanto en medio complejo como en
medio sintético definido. La figura 10 (izqda.)
representa la evolucion de la etapa inicial (paso
de formas refringentes a oscurecidas) durante la
germinacion de ascosporas en medio complejo
MEL y en medio sintético formado por 1% de
glucosa 'y 0°5% de SO,(NH,), en tampdn fosfato
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FIGURA 9. Germinacion de ascosporas TRE™® y
TRE ™~ en medio MEL en presencia de 0,005% ciclohe-
ximida. Simbolos, como en la fig. 3.

Germination of TRE™ and TRE ™ ascospores in MEL medium supple-
mented with 0.005% cycloheximide. Symbols, as in fig. 3.

50mM pH 5’9. La eliminacién de la glucosa del
medio definido permite aun el inicio de la germi-
nacion en ausencia de fuente de carbono y fuente
de energia externa (fig. 10, dcha.); tal iniciacion
ocurre tanto en presencia de fuente nitrogenada
inorgéanica como organica (YNB, yeast nitrogen
base) e incluso cuando se adiciona a la fuente
nitrogenada un analogo de la glucosa no metabo-
lizable, como 2-deoxiglucosa al 1%. Estos resul-
tados ponen de manifiesto que la mera presencia
de una fuente nitrogenada asimilable sirve como
estimulo germinativo y hace posible el inicio de la
germinacion a expensas de una fuente endogena
de carbono y energia que parece representada
por la trehalosa intracelular.

La demostracion de que se requiere energia
(interaccion entre trehalosa y trehalasa) para la
realizacion del primer paso del proceso germina-
tivo se deduce de los datos representados en la
figura 11. En ausencia de fuente nitrogenada, la
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Iniciacion de la germinacién en presencia y ausencia de fuente carbonada. Izquierda: germinacién en

medio MEL y en medio sintético (19 glucosa, 0.5% sulfato aménico en tampoén fosfato SOmM pH 5,9) a 29°C.

Derecha: germinacion en medios definidos sin fuente carbonada asimilable (YNB =yeast nitrogen base 0,5%;

2dGlc=2-deoxiglucosa 19%). Sélo las etapas iniciales de la germinacion se representan en ambos casos. Circulos
blancos =ascosporas refractiles; circulos negros =ascosporas oscurecidas.

Initiation of germination with and without carbon source. Left: germination in MEL medium and in synthetic medium (1% glucose. 0,5% ammonium

sulphate in S0mM phosphate bufter pH 5.9) at 29°C. Right: germination in defined media without assimilable carbon source (YNB =yeast nitrogen base

0.5% 2dGlc =2-deoxyglucose 197). Only the initial steps of germination are shown in both cases. Open circles =refractile ascospores; closed circles=/
dark ascospores.

incubacion de ascosporas con glucosa tampo-
nada permite también que se lieve a cabo el inicio
de la germinacién, que resulta luego bloqueada
en el segundo paso (transicion de formas oscuras
a piriformes) por imposibilidad de sintesis pro-
teica bajo condiciones de limitacion en nutrientes
nitrogenados. La presencia de glucosa externa,
por tanto, supone per se un estimulo germinativo
independiente, al igual que la sola presencia de
fuente nitrogenada, como se indicé anterior-
mente. Esta estimulacidon no se registra en cam-
bio en presencia de tampdn fosfato solo (fig. 11).
La adicion de ImM iodoacetato —un inhibidor de
la glucolisis— o de ImM N;Na —un inhibidor de
la respiracion— a ascosporas estimuladas por
glucosa impide la primera etapa de la germina-
cion por blogueo de los mecanismos energéticos
que generan ATP por fosforilaciéon a nivel de
sustrato o mediante fosforilacién oxidativa
(véase fig. [[). Similares resultados se obtienen
cuando se utilizan ascosporas estimuladas por la
presericia de SO,(NH,),.

Los resultados indicados demuestran que la
puesta en marcha del proceso germinativo re-
quiere un sistema previo de generacion de ener-
gia que actda en la etapa morfoldgica correspon-
diente a la pérdida de refringencia y oscureci-
miento de las ascosporas. La energia no deriva
necesariamente de la utilizacion de compuestos
carbonados exdgenos asimilables del medio. ya
que el proceso de iniciacion de la germinacion
puede ocurrir en ausencia de dichos compuestos.

La interaccion entre el sustrato enddgeno,
trehalosa, y la enzima pericelular, trehalasa, pa-
rece por tanto representar un mecanismo alter-
nativo que permite la iniciacion del proceso en
condiciones pobres respecto a la fuente carbo-
nada para las ascosporas, pero que pueden ofre-
ceruna oportunidad de desarrollo para las células
vegetativas resultantes. El patron de utilizacién
de azicares por estas (ltimas parece, de hecho,
diferir del de las ascosporas (SHIMODA, 1980), lo
que supone que condiciones nutritivas deficien-
tes para unas formas no lo sean para otras. En
consecuencia, el sistema trehalosa-trehalasa
puede permitir que la mera presenciade fuente de
nitrogeno o de carbono utilizable, o cualquier
otro estimulo germinativo ponga en marcha el
proceso como una expectativa de desarrollo y
supervivencia.

DISCUSION

La aparicion en esta levadura de la trehalasa,
restringida a la fase de ascospora, y su desapari-
cion tras la primera etapa de la germinacion,
coincide con la observacion descrita por INOUE
& SHIMODA (1981a. 198 1b) sobre un rapido des-
censo inicial de la trehalosa endogena en ascos-
poras en condiciones de germinacion. Por vias
distintas a las seguidas por dichos autores, el
presente trabajo ha llegado a establecer una im-
plicacion directa de la trehalasa en el proceso
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FIGURA 11. Efecto de inhibidores de la fosforilacion

sobre la primera etapa de la germinacion. De arriba
hacia abajo: ascosporas incubadas en 19 glucosa con
tampon fosfato 50mM pH 5.9; idem, mas iodoacelato
ImM y N;Na ImM; idem, sin glucosa; incubacién en
tampon tosfato solo. Simbolos, como en la fig. 10.

Effect of phosphorylation inhibitors on the first step of germination. From

high 1o bottom: ascospores incubated in [ glucose and SOmM phosphate

buffer pH 5.9; idem, plus ImM iodoacetate and ImM N Na: as above
without glucose: ascospores in buffer alone. Symbols as in fig. 10.

germinativo. Ninguna de las enzimas previa-
mente descritas como pericelulares en levaduras
(invertasa, inulinasa, amilasa. fosfatasa. arilsul-
fatasa, glucanasa) parece poder desempeiiar un
papel funcional relevante en el proceso de la ger-
minacidén excepto la trehalasa. Incluso la sintesis
d_e la mayor parte de ellas esta sometida a repre-
sion por catabolito carbonado en condiciones
normales de germinacion. Por ello. los pretrata-
mientos seguidos para desnaturalizar in situ la
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trehalasa. aunque no especificos, son validos
para deducir el efecto de su ausencia sobre la
germinacion.

De los resultados presentados se puede consi-
derar que la trehalasa estudiada se encuadra en el
grupo de las trehalasas no reguladoras donde. al
igual que en otros casos, la compartimentaliza-
cion a través de una barrera de permeabilidad
mantiene separados enzima y sustrato como
unice mecanismo de control de la actividad en-
zimatica (THEVELEIN, 1984). La Km de la
trehalasa de S. pombe es, sin embargo. algo ma-
yor que los valores descritos para este parametro
en otras trehalasas no reguladoras de levaduras y
hongos filamentosos (PRASAD & MAHESH-
WARI, 1978; KELLER et al., 1982).

La interaccion entre trehalosa y trehalasa du-
rante la fase inicial de la germinacién parece difi-
cil de racionalizar a la vista de su distinta locali-
zacion topografica en los ascosporas. Es obvio,
sin embargo. que, por ejemplo, una fuente nitro-
genada como SO,(NH,), debe permitir dicha in-
teraccion, pues las ascosporas germinan consu-
miendo energia generada a partir de trehalosa
endogena en ausencia de fuente energética exo-
gena. Segln este criterio, cualquier substancia
capaz de alterar la compartimentalizacion entre
trehalosa y trehalasa constituye un estimulo ger-
minativo capaz de poner en marcha la germina-
cion, con independencia de que el proceso llegue
o no a término. La naturaleza del mecanismo que
lievaa cabo la interaccion enzima-sustrato es una
cuestion que esta aun por resolver, aunque hay
antecedentes sugestivos al respecto. Una posible
interpretacion es que la activacion opere me-
diante cambios en la permeabilidad de la mem-
brana que permitan la difusion de la trehalosa al
exterior, donde seria hidrolizada pericelular-
mente por la trehalasa de la pared celular a la vez
que la glucosa generada se transportaria de nuevo
a la ascospora (SUSSMAN, 1976). Este complejo
mecanismo permitiria asegurar en todo momento
a las ascosporas la energia necesaria y los meta-
bolitos intermediarios requeridos para los prime-
ros pasos de la germinacion, incluso en medios
deficientes en fuente carbonada, con tal que otros
nutrientes asimilables, que podrian actuar como
estimulo germinativo, estuvieran presentes.

La figura 12 resume en esquema el ciclo de
desarrollo de S. pombe en relacién con la apari-
cion y desaparicion de actividad trehalasa y deta-
lla la secuencia morfoldgica durante el proceso
germinativo con indicacion de inhibidores de ge-
neracion de energia y de sintesis proteica que
bloguean, respectivamente, ¢l primer y el se-
gundo paso de dicho proceso morfogenético.
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FiGuRA 12. Representacion esquematica del ciclo de desarrollo de S. pombe h*°. a=ascosporas refringentes;

b =ascosporas oscurecidas; c =formas piriformes con inicio de germotubo: d =ascosporas germinadas. Las células

vegetativas resultantes se fusionan para originar zigotos que forman ascos con cuatro ascosporas que se liberan al

medio. Las flechas negra y blanca indican, respectivamente, la aparicion y desaparicion de la actividad trehalasa.

Se senala también el bloqueo de las fases germinativas iniciales mediado por inhibidores de la formacién de ATPy
de la sintesis proteica.

Olodoacetato,
a

N3Na b

Cycle of development in S. pombe h®. a=refractile ascospores; b=dark ascospores; c =pear-shaped forms with outgrowth of germ tube;, d =germinated

ascospores. The vegetative cells fuse to form zygotes that originate asci containing four ascospores which are later released. Black and white arrows

indicate presence and absence of trehalase activily. respectively. Also shown is the blockage of the initial steps of germination by inhibitors of ATP
formation and protein synthesis.
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