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SUMMARY 
Role of trehalase in Schizosaccharomyces pombe: Distribution during the life cycle, characterization and location 

Vegetative ceUs of Schizosaccharomyces pombe lack 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 treatments and of its behaviour duringfractionation at low speed centrifugation of 
whole ascospore extracts, the enzyme appears to be externally located on the cells and covalently bound to the cell 
wall structure. In sifu 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. The results suggest that the trehalase enzyme plays a critica1 role in the 
early events of germination by mobilizing the endogenous trehalose stored in ascospores so that the process can 
take place even in the absence of externa1 carbon sources directly 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 

Las células vegetativas de Schizosaccharomycespombe carecen de actividad trehalasapero esta actividad 
está presente en las ascosporas y desaparece de nuevo durante la germinación. Una cepa incapaz de esporular 
carece de  enzima a lo largo de todo el ciclo vital de la levadura. La enzima de las ascosporas no se libera al medio de 
cultivo y tiene las propiedades de una trehalasa no reguladora con pH óptimo 5'6 y Km = 10'9x 10- ' M. Por su 
inactivación in vivo mediante tratamiento de ascosporas con ácidos diluidos y su comportamiento en centnfuga- 
ción de extractos celulares a baja velocidad, la enzima parece localizada en el exterior de la célula unida 
covalentemente a la pared celular. La inactivación insifu de la trehalasa bloquea los cambios morfológicos iniciales 
que acompanan la germinación. La etapa inicial de la germinación de ascosporas con trehalasa inactivada se 
retrasaaún más cuando se impide la resíntesis de enzima por adición de cicloheximida. Los resultados sugieren que 
esta enzima desempeña un papel importante en el primer paso de la germinación, movilizando la trehalosa 
endógena acumulada en ascosporas y permitiendo el inicio de la germinación en ausencia de fuentes carbonadas 
exógenas utilizables, siempre que se presenten otros nutrientes esenciales. El sistema trehalosa-trehalasa puede 
por tanto representar en esta levadura un mecanismo que hace posible la germinación en condiciones que suponen 
una limitación nutricional para las ascosporas pero no para las células vegetativas resultantes de la germinación. 

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

La trehalosa (r-D-glucopiranosil-3-D-glucopi- ficas capaces de desdoblar trehalosa en dos 
ranósido) es un disacárido 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 movilización de 
la trehalasa endógena 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 modificación covalente por fosfori- 
lación que está mediada por ATP y una proteí- 
na-cinasa celular dependiente de AMP-cíclico; 
estas formas activas pueden a su vez desfofori- 
larse por acción de una fosfatasa perdiendo de 
nuevo su actividad catalítica (ORTIZ et al . ,  
1983). Las trehalasas no reguladoras se pre- 
sentan, en cambio, en forma enzimática direc- 
tamente activa y no sufren ciclos post-trans- 
cripcionales de fosforilación y desfosfonlación. 

Mientras que la utilización de la trehalosa 
endógena en levaduras con trehalasas del pri- 
mer tipo está influenciada por los niveles intra- 
celulares de ATP y AMP-cíclico, en las espe- 
cies con trehalasas no reguladoras la hidrólisis 
del sustrato de reserva parece depender exclu- 
sivamente de cambios estructurales o de com- 
partimentalización que normalmente limitan la 
interacción 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 germinación de estas for- 
maciones. Dichos autores sugirieron que el es- 
tímulo germinativo podría favorecer la unión 
enzima-sustrato para disponer de una fuente 
energética accesoria capaz de sustentar inicial- 
mente el proceso de diferenciación. Sin em- 
bargo, en el estudio de la germinación realizado 
por estos autores se utilizó la presencia de una 
fuente carbonada exógena en el medio de ger- 
minación y, en consecuencia, el mecanismo 
postulado parece redundante, innecesario y de 
dudosa relevancia por implicar la movilización 
de un sustrato endógeno en condiciones en que 
precisamente su producto está en exceso en el 
medio de cultivo. Sobre esta base, el presente 
estudio se inició para comprobar la validez o no 
del modelo propuesto y establecer, en su caso, 
su significación fisiológica abordando entre 
otros los siguientes puntos: i) verificar la rela- 
ción específica entre esporulación, germinación 
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 determinación de su 
naturaleza reguladora o no reguladora y algunos 
parámetros cinéticos significativos, y iii) explo- 
rar el posible papel del sistema trehalosa- 
trehalasa en el fenómeno de la germinación 
analizando, en concreto, el proceso germinativo 

en ausencia de fuentes energéticas exógenas al- 
ternativas a la trehalosa endógena. 

Los datos obtenidos permiten apoyar el mo- 
delo propuesto por INOUE & SHIMODA (1981a, 
198 lb) y conducen a considerar como válido un 
mecanismo que, aunque resulta en apariencia 
paradójico, puede ayudar a esclarecer algunos 
aspectos fisiológicos del proceso morfogenético 
de la germinación. 

MATERlALES Y MÉTODOS 

MICROORGANISMO Y MEDIOS DE CULTIVO 

Las dos cepas de S. pombe utilizadas en ese estu- 
dio derivan de la estirpe silvestre inicialmente des- 
crita por L E U ~ L D  (1950): la cepa h90 %8 (homotálica) 
y la cepa h -  972 (heterotálica), caracterizadas por 
ESPOSITO & ESPOS~TO (1975). A lo largo del presente 
trabajo ambas cepas se designan abreviadamente 
como h90 y h72, respectivamente. Para su manteni- 
miento, las levaduras se crecieron por siembra en su- 
perficie en medio Winge sólido previamente estenli- 
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 periódicas. Para estu- 
dios de esporulación y germinación los microorga- 
n i smo~  se inocularon en medio MEL líquido (3% ex- 
tracto de malta en tampón fosfato 50 mM pH 5'9) y 
los cultivos se desarrollaron mediante incubación a 
29OC en un agitador orbital Lab-Line termostatizado. 

RECUENTOS CELULARES 

El recuento celular a diferentes tiempos de incuba- 
ción se llevó a cabo mediante recuento directo en 
cámara Burke calculando la concentración celular 
como número de células por mililitro (N) según la 
fórmula N = 25 x lo4 x A x D, donde A es la media 
del número de microorganismos determinado en los 
recuentos efectuados por cuadrícula de la cámara y D 
el factor de dilución correspondiente. 'Debido a las 
especiales caractensticas del microorganismo en me- 
dio MEL, que permite la conjugación, el factor A 
puede representar cuatro estadios morfológicos dis- 
tintos e n l a  cepa homotálica h90: células vegetativas. 
zigotos, ascos y ascosporas. Por eUo, el valor N se 
determinó en su caso mediante la siguiente expresión 
que incluye el recuento de cada uno de las formas 
celulares: 

donde v = formas vegetativas, z = zigotos. a = ascos 
y s = ascosporas, de acuerdo con el hecho de que 2v. 
por conjugación. forman y equivalen a lz  ó la en 
términos de recuento y originan a su vez 4s. La ex- 
presión en porcentaje de las formas z. a y s fue la 
siguiente: %z = (2zM) x 100; %a = (2alN) x 100; %S 
= [(2a+s/2)M] x 100. 

De modo análogo, el recuento celular durante la 
germinación de la cepa h90 requirió la determinación 



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

OBTENCIÓN DE EXTRACTOS CELULARES 

En las pruebas que requirieron el uso de extractos 
celulares como fuente enzimática, se procedió a lavar 
repetidamente las células recogidas de los cultivos 
tras centrifugación a baja velocidad y a resuspender- 
las finalmente en tampón acetato 0'1 M pH 5'6. Las 
suspensiones obtenidas se sometieron a continuación 
a ruptura mecánica, en presencia de polvo de vidrio 
Ballotini (0'45-0'50 mm), en un desintegrador Braun 
MSK con refrigeración acoplada, durante aproximada- 
mente 30 segundos. La eficiencia de rotura celular se 
comprobó mediante observación microscópica 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 el preci- 
pitado obtenido fue lavado con tampón acetato y 

resuspendido en el mismo tampón 
constituvendo la fracción particulada de paredes ce- 
lulares. ¿os sobrenadante; resultantes fracción 
particulada se utilizaron directamente en las determi- 
naciones enzimáticas como se indica en los corres- 
pondientes ensayos. 

ENSAYOS ENZIMÁTICOS 

Para la realización de ensayos enzimáticos con cé- 
lulas enteras se tomaron volúmenes fijos de cultivos 
de concentración celular conocida, que se sometieron 
a centrifugación a 3.000 x g durante 10 minutos. Tras 
lavados sucesivos, las células se resuspendieron en 
un volumen de tampón acetato 0'1M pH 5'6 diez ve- 
ces inferior al inicial y se utilizaron como fuente en- 
zimática. 

Como sustrato para la reacciones enzimáticas se 
emplearon soluciones de trehalosa 200 mM en tam- 
pón acetato 0'1M pH 5'6 que se mantuvieron conge- 
ladas hasta proceder a los correspondientes análisis 
enzimáticos. 

Los ensayos enzimáticos se llevaron a cabo en 
un volumen final de I m1 utilizando 0'5 ml de la 
suspensión de células (o. en su caso. extracto ce- 
lular) a los que se añadió 0'5 ml de la solución del 
sustrato. En los casos particulares en que se de- 
seó realizar la reacción a un pH determinado dis- 
tinto del estándar señalado se emplearon alterna- 
tivamente los tampones acetato (en el rango 3'8- 
5'6) o fosfato (en el rango 5'6-8'0) a una fuerza ió- 
nica 0'1 M :anto para resuspender las células como 
para preparar la solución de trehalosa. Los ensayos 
se incubaron a 30°C durante tiempos variables y la 
reacción se detuvo por adición de 1 m1 del reactivo 
alcalino de Somogyi. La valoración de grupos reduc- 
tores generados se estimó como glucosa por el mé- 
todo de SOMOGYI-NELSON (1952). A lo largo de los 
ensayos enzimáticos 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 había sido previamente inactivada por 
el elevado pH del reactivo de Somogyi adicionado a 
la fuente enzimática antes del comienzo de las reac- 

horas 

FIGURA l .  Curva de crecimiento de S. pombe h9" en 
medio MEL a 29OC. Simbolos: v=células vegetativas; 
i=zigotos; a=ascos; s=ascosporas.' La parte superior 
de la figura indica los grupos reductores presentes en el 

medio de cultivo valorados como glucosa. 

Growth curve ofS. pombe hW in MEL medium at 29°C Symbols: v=ve- 
gelative cells: z=zygoles; a=asci; s=arcospores. Upper panel shows 

reducing groups in ihe growth medium measured ar glucose. 

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

Una unidad de actividad enzimática se definió 
como la cantidad de enzima necesaria para liberar del 
sustrato 1 nmol de glucosa por minuto en las condi- 
ciones de pH y temperatura establecidas. 

ENSAYOS DE ACTIVACIÓN ENZIMATICA POR 
AMP C~CLICO Y ATP 

Para determinar la posible activación de la treha- 
lasa de S. pombe mediante modificación covalente 
por fosforilación, se tomaron dos alícuotas iguales de 
extracto celular. A 1 mililitro de extracto se adicionó 
en un caso 0'25 ml de tampón fosfato 50mM pH 7 y, 
en otro, 0'25 ml del mismo tampón conteniendo mez- 
cla activadora para dar una concentración final de 
ATP 0'8mM, S0,Mg 1'8mM. AMP cíclico 10pM. 
FNa lOmM (inhbidor de fosfatasas) y teoñiina ImM 
(inhibidor de fosfodiesterasas). Como control, se rea- 
lizó 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 fosforilación mediada 
por AMP cíclico, ATP y proteína-cinasa celular pre- 
sente en los extractos (ARGUELLES el al., 1984). 

Tras adicionar en un caso tampón sólo y tampón con 
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FIGURA 2. Actividad trehalasa en S. pombe h90 y h7' a lo largo de la curva de crecimiento. Las condiciones de 
crecimiento son las indicadas en la fig. l .  

Trehaiase activity in S. pombe h'" and h" throughoui the growth curve. Expenrnentai condiiions are as those shown for fig. 1 



mezclaactivadoraen el otro. los extractos se incubaron 
para activación durante 10 minutos a 30°C y posterior- 
mente se utilizaron en los correspondientes ensayos 
enzimáticos comparativos, valorándose la trehalasa 
como se ha descrito anteriormente. 

INACTIVACIÓN, 1N SlTU DE LA TREHALASA Y 
DETERMlNAClON DE LA VIABILIDAD CELU- 
LAR 

Un volumen de una suspensión de ascosporas de 
concentración celular conocida se resuspendió en CIH 
0'1N y otro volumen idéntico se mantuvo sin trata- 
miento en agua destilada. Ambas suspensiones se incu- 
baron durante 30 minutos a 18OC igualándolas final- 
mente a p H  5 tras sucesivos lavados, con el fin de evitar 
el efecto del bajo pH en el posterior ensayo enzimático 
de la muestra pretratada con ácido diluido y determinar 
solamente la acción previa del tratamiento sobre la 
enzima. Las respectivas suspensiones se utilizaron a 
continuación como fuente enzimática en reacciones 
comparativas para analizar la acción desnaturalizante 
del tratamiento previo y evidenciar la accesibilidad o no 
del ácido a laenzimaestableciendo, en consecuencia, la 
disposición externa o interna respectivamente de la 
trehalasa en ascosporas intactas. El carácter selectivo 
de la inactivación detectada se comprobó en paralelo 
determinando por el método de la reducción del azul de 
metileno (ARNOLD, 1972; VILLANUEVA & GACTO. 1973) 
la viabilidad de las ascosporas tras el tratamiento em- 
pleado en la localización de la trehalasa. 

PRODUCTOS Y REACTIVOS 

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

RESULTADOS 

ACTIVIDAD TREHALASA DURANTE EL 
CICLO DE DESARROLLO 

Para estudiar la presencia de la actividad 
trehalasa a lo largo del ciclo de desarrollo se 
analizó en primer lugar la curva de crecimiento 
de las cepas h90 y h72 en medio MEL y se de- 
terminó a continuación la actividad enzimática 
en cada uno de los estadios o fases morfológi- 
cas del desarrollo. 

La cepa homotálica h90 experimentó una 
transición morfológica desde formas vegetati- 
vas a ascosporas mientras, por el contrario, la 
cepa heterotálica h72 no esporuló y se mantuvo 
en forma de células vegetativas tanto en la fa- 
se exponencial de crecimiento como en la 
fase estacionaria. El cultivo de h90 inició la fase 
estacionaria hacia las 30 horas de incubación, 
cuando el descenso del nivel de grupos reducto- 
res en el medio fue notable, y la densidad celu- 

lar se estabilizó en valores próximos a 2 x 108 
células/ml (fig. 1).  La transición de células ve- 
getativas a zigotos ocurre en dicha cepa me- 
diante un proceso de conjugación isógama y 
estas formas, junto a células vegetativas no 
conjugadas, predominan en el cultivo durante 
las primeras 40 horas de incubación; los zigotos 
originaron ascos que, hacia las 70 horas, empe- 
zaron a liberar las 4 ascosporas formadas en el 
interior de cada zigoto. El nivel final de ascos- 
poras se mantuvo cuando se alcanzó en el me- 
dio una concentración de alrededor de 2 x 10" 
ascosporas/ml. equivalente a un 50% de espo- 
rulación teniendo en cuenta las formulaciones 
descritas en Materiales y Métodos. Aunque las 
distintas fases se presentan parcialmente super- 
puestas en el tiempo, con la cepa h90 se logra en 
medio MEL una transición morfológica de 
conjunto relativamente sincronizada sobre un 
fondo de células vegetativas que no se conjugan 
durante el crecimieiito del cultivo. 

La determinación de la trehalasa a lo largo de 
la curva de crecimiento reveló que la actividad 
enzimática en la cepa h90 sólo es detectable a 
partir de las 70 horas y nula hasta dicho mo- 
mento, lo que se corresponde con el descenso 
en el cultivo de las formas celulares que prece- 
den a las ascosporas y coincide con la aparición 
de éstas (fig. 2). En ningún caso la actividad se 
detectó en forma libre extracelular en el medio 
de cultivo. Ensayos paralelos realizados con la 
cepa h72 evidenciaron, en cambio, ausencia to- 
tal de actividad en todos los tiempos ensaya- 
dos. Estos resultados indican que la actividad 
trehalasa parece específicamente relacionada 
con funciones fisiológicas llevadas a cabo en el 
estadio de ascospora. 

La evolución de la actividad trehalasa du- 
rante la germinación de las ascosporas de la 
cepa h90 fue tanibién analizada. Para ello, un 
cultivo espomlado se ajustó a una concentra- 
ción inicial de 10%scosporas/ml y se incubó en 
medio MEL fresco determinándose la variación 
de la actividad enzimática a lo largo del proceso 
germinativo. La germinación de ascosporas de 
S. pombe comprende distintas etapas morfoló- 
gicas que se presentan secuencialmente desde 
las ascosporas refráctiles hasta las células ve- 
getativas resultantes de la germinación. Dicho 
proceso. que se resume en la figura 3, incluye el 
paso inicial de ascosporas refráctiles (a) hasta 
ascosporas oscuras (b), las cuales postenor- 
mente derivan a formas protuberantes o piri- 
formes con inicio de tubo germinativo (c); estas 
últimas originan formas caracterizadas por la 
presencia de un gerrnotubo de longitud al me- 
nos igual al diámetro de las ascosporas (d). 
las cuales evolucionan a su vez hasta consti- 
tuir las nuevas células vegetativas totalmen- 



RGURA 3. Secuencia del proceso de germinación de ascosporas de S. pombe h90. Símbolos: a=ascosporas 
refringentes; b=ascosporas oscurecidas; c =formas piriformes; d =ascosporasgerminadas; e =células vegetativas. 

Gemination process for S. pombe hW ascospores. Symbols: a=refrac<ile ascospores; b=dark ascospores; c=pear-shaped forrns; d=germlnated 
ascospores; e=vege<ative cells. 

te formadas (e). Como expresa la figura 4, 
la actividad trehalasa desciende durante la ger- 
minación en paralelo a la desaparición en el 
cultivo de las formas refráctiles iniciales, lo que 
representa la etapa más 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 está específicamente res- 
tringida a la fase representada por las ascospo- 
ras maduras capaces de iniciar la germinación. 
Teniendo en cuenta su aparición durante la es- 
ponilación y su desaparición durante la germi- 
nación, los resultados descritos apoyan además 
la idea de que la trehalasa desarrolla su función 
en ascosporas antes de que ocurra la segunda 
etapa morfológica del proceso germinativo, es 
decir, con anterioridad a que alcancen la fase 
de oscurecimiento e hinchamiento que precede 
a la emisión del tubo gerrninativo. 

CARACTERIZACIÓN DE LA ACTlVlDAD 
ENZIMÁTICA 

Para determinar la influencia de la tempera- 
tura en la actividad trehalasa de las ascosporas 
se ensayó la actividad enzimática durante 10 
minutos a diversas temperaturas utilizando sus- 
pensiones de esporas lavadas y resuspendidas 
en tampón, según se indicó en Materiales y 
Métodos. La hidrólisis del sustrato exógeno se 
incrementó considerablemente de 30°C a 60°C 
y la actividad máxima se alcanzó 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- 
ralización térmica a varias temperaturas se 
mantuvieron alícuotas idénticas de suspensio- 
nes de ascosporas a las temperaturas indicadas 
en la figura 5 y ,  a continuación, se procedió a 
realizar la reacción enzimática sobre trehalosa 
















