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RESUMEN

Después de crecer células de la cepa YR-1 de Mucor circinelloides en naftaleno como unica
fuente de carbono, fue revelada la presencia de cinco actividades: 1, 2-dihidroxi-1, 2-dihi-
dro-naftalendiol deshidrogenasa mediante zimogramas electroforéticos, utilizando (+)-cis-
1(R), 2(s)-dihidroxi-1, 2-dihidronaftaleno como sustrato y NADP* como aceptor de elec-
trones. Las bandas NDD1, NDD3 y NDDS que mostraron una mayor intensidad en los
zimogramas y por su movilidad electroforética, fueron purificadas a homogeneidad por
pasos secuenciales de electroforesis-electroelucion para conocer tanto el peso molecular,
como el numero de subunidades que conforman a cada banda de actividad. Los resul-
tados mostraron pesos moleculares de 98.64 kDa, 48.87 kDa y 102.45 kDa, para cada
subunidad respectiva. Se concluye que las actividades no son isoformas conformadas por
la misma subunidad proteica, las enzimas nativas son homopoliméricas y no contienen
subunidades protoméricas compartidas.

ABSTRACT

After the growth of cells of strain YR-1 of Mucor circinelloides with naphthalene as sole
carbon source, the presence of five different 1, 2-dihydroxi-1, 2-dihydro-naphthalenediol
dehydrogenase activities were revealed by electrophoretic zymograms using (+)-cis-1(R),
2(s)-dihydroxi-1, 2-dihydronaphthalene as substrate and NADP* as electron acceptor. The
bands NDD1, NDD3 and NDDS5 showing the highest intensity in the zymograms and by
their relative electrophoretic mobilities, were purified to homogeneity by means of sequen-
tial steps of electrophoresis-electroelution to know both, the molecular weight and the
number of subunits that conform each activity band. The results show molecular weights
of 98.64 kDa, 48.37 kDa and 102.45 kDa for the subunit of each protein band respectively.
We conclude that these activities there are not enzymatic isoforms conformed by the same

Recibido: 12 de mayo de 2010 proteic subunit, the native enzymes have a homopolymeric structure and they do not share
Aceptado: 2 de octubre de 2010 any protomeric subunit.
INTRODUCCION

La habilidad de los microorganismos para biodegradar hidrocarburos aromaticos y usarlos como fuente de car-
bono, depende de la presencia de al menos dos sustituyentes hidroxilo en alguno de los anillos de los hidrocar-
buros poliaromaticos (Dagley, 1971). Las reacciones iniciales del mecanismo de biodegradacion de hidrocarburos
puede ser representada por la secuencia general mostrada en la figura 1, la

Palabras clave: o cual ha sido demostrada en forma total o parcial para mas de 130 sustratos
dihidrodiol deshidrogenasa; mucor circine- aromaticos distintos (Rogers y Gibson, 1977). Es claro que las enzimas de-
lloides; biodegradacion; naftaleno. . o . . R

nominadas dihidrodiol-deshidrogenasas que catalizan el segundo paso de la
Keywords: ruta donde se obtiene el “diol” a partir del dihidrodiol correspondiente, son

dihydrodiol dehydrogenase; mucor circine-

Hloides; blodegradation; naphthalene un grupo de enzimas que tienen un papel importante en la biodegradacion

de muchos compuestos aromaticos (Rogers y Gibson, 1977).
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Figura 1. Esquema de la posible ruta de biodegradacion de los hidrocarburos aromaticos, iniciando con una
reaccion catalizada por una enzima di-oxigenasa, seguida por una reaccion catalizada por una di-
hidrodiol-deshidrogenasa.

Particularmente en hongos, se ha demostrado que poseen la habi-
lidad de metabolizar compuestos aromaticos en una forma similar a la
descrita para células de mamifero (Ferris et al., 1973; Smith y Rosazza,
1974) en las que se ha establecido su dependencia para usar el NADP*
como aceptor de electrones, a diferencia de las células bacterianas que
son NAD* dependientes. No obstante, existen escasos reportes en la lite-
ratura acerca de estudios sistematicos de las dihidrodiol-deshidrgena-
sas fungicas y practicamente ninguno en mucorales, asi como tampoco
existen reportes acerca de la deteccién de éstas enzimas por medio de
zimogramas electroforéticos.

Con los estudios del metabolismo de hidrocarburos, tanto alifaticos
(Silva et al., 2005; Silva et al., 2009) como aromaticos (Zazueta et al.,
2003), realizados por nuestro grupo de trabajo con la cepa YR-1 de Mucor
circinelloides que fue aislada de suelo contaminado con petréleo en las
cercanias de la refineria de PEMEX en Salamanca, Gto., se ha establecido
la importancia que tienen las enzimas que catalizan tanto el primero como
el segundo paso en la biodegradacion de ambos tipos de compuestos.

El objetivo principal del presente trabajo es conocer el efecto del naf-
taleno usado como fuente de carbono sobre la morfologia y demostrar la
presencia de enzimas dihidrodiol deshidrogenasa en el hongo filamentoso
Mucor circinelloides cepa YR-1.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo de estudio

La cepa YR-1 Mucor circinelloides fue aislada de muestras de suelo conta-
minado con petréleo de los alrededores de la refineria de Salamanca, Gto.

Medios de cultivo

YPG: Extracto de levadura 0.3 %; peptona 1 %; glucosa 2 %; H,O cbp 1
L; pH 4.5 (Bartnicki-Garcia y Nickerson, 1962). Este mismo medio adi-
cionado de agar (1.5 %) fue utilizado como medio de almacenamiento.
MMSP: Medio minimo de sales (modificacién del medio minimo de Lee:
KH,PO., 2.5 g; MgSO0, 0.2 g; (NH4).,SO4 S g; NaCl 5 g; peptona de caseina
al 0.1 %; H,O cbp 1 L. El medio para crecimiento, fue complementado
con diferentes fuentes de carbono: Glucosa (BIOXON) usada como con-
trol de comparacion morfologica y n-Naftaleno (SIGMA-ALDRICH).
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Obtencion de esporas

Se sembraron esporas del hongo en
placas de Petri conteniendo medio
de cultivo YPG pH 4.5 adicionado
con agar al 2 %, las cuales se in-
cubaron por 5 dias a 28 °C. Las es-
poras se cosecharon bajo condicio-
nes de esterilidad y se lavaron con
agua destilada estéril de 3-5 veces.
Finalmente fueron resuspendidas
en un volumen minimo de agua
destilada estéril. La concentracion
de esporas se obtuvo por el con-
teo en una camara de Neubauer y
posteriormente se almacenaron en
congelacion a -20 °C.

Propagacion en medio liquido

Matraces de 2 L conteniendo 600 ml
de medio MSP suplementados con
1 % v/v, cada una de las fuentes
de carbono a probar fueron inocu-
lados con una suspension de es-
poras para dar una concentracion
final de 10° esp/ml. Los matraces
se incubaron a 28 °C por 22 h,
con una agitacion de 120 rpm. Las
células de cada cultivo se colecta-
ron por filtracion a través de papel
Whatman no. 1. Las células obteni-
das de los respectivos cultivos fue-
ron resuspendidas en un volumen
minimo de solucién amortiguadora
de rompimiento (Tris-HCl 50 mM
pH 8.5 conteniendo 1mM de fenil-
metil-sulfonil-fluoruro (PMSF), se
adicionaron 3 ml de perlas de vi-
drio de 0.45 mm - 0.60 mm de dia-
metro y se procedi6é al rompimiento
balistico en un homogenizador de cé-
lulas tipo Braun modelo MSK (Braun
Melsungen, RFA) por 4-6 periodos de
1 min, empleando una corriente de
CO, liquido para mantener baja la
temperatura (4 °C). El homogenado
celular obtenido se someti6 a centri-
fugacion a 104 450xg (40k = 40 mil
revoluciones/min) a 4 °C, durante
1h. La pastilla obtenida, formada
por la fraccién mixta de membranas
(p40k) fue descartada y el sobrena-
dante o fraccion soluble (s40k), fue
recuperada en alicuotas de 1 mly
fueron guardadas a -70 °C para ex-
perimentos posteriores.
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Micro-cultivos

Se realizaron micro-cultivos del hongo en medio mini-
mo con glucosa como fuente de carbono, utilizando un
soporte de vidrio en “v” dentro de una placa de Petri,
conteniendo un portaobjetos la cual fue esterilizada a
121 °C por 15 min en autoclave. Bajo condiciones de
esterilidad se coloco sobre el portaobjetos un cubo de
medio de cultivo sé6lido (0,5 cm por lado), el cual fue
inoculado con esporas frescas (una semana de antiglie-
dad) y se incubo6 a 28 °C hasta aparicion de micelio.

Determinacion de proteina

La determinacion de proteina se efectuo por el método
de Lowry (Lowry et al., 1951), interpolando los valores
de absorbencia a 750 nm, en una curva de calibracion
preparada de O ug a 100 pg de albumina bovina.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se utilizé el método descrito por Laemli (1970). Para
condiciones nativas (PAGE) al 6 % de acrilamida, se
omitié el SDS y la muestra no fue calentada. Para re-
velar los patrones proteicos después de un corrimien-
to electroforético, los geles se tifieron con nitrato de
plata (Wray et al., 1980).

Zimogramas de la actividad de dihidro-diol-deshidrogenasa

No existen reportes previos acerca de la detecciéon de
dihidrodiol-deshidrogenasas en geles. Los posibles
electromorfos con actividad de dihidro-diol-deshidro-
genasa se detectaron por medio de modificaciones
(Dur6n et al., 2005) realizadas al método descrito por
Nikolova et al. (1991). Brevemente: después de la elec-
troforesis el gel fue sometido a inmersion durante 120
min en una solucion de revelado cuya composicion es:
metosulfato de fenacina (PMS), 0.5 mg; p-nitroazul de
tetrazolio (PNAT), 7.5 mg; NADP*, 14.34 mg; Tris-HCl
50 mM de pH 8.5, 24 ml y 0.02 moles de sustrato
que en este caso fue el (+)-cis-1(R), 2(s)-dihidroxi-1,
2-dihidronaftaleno (naftalendiol).

Microscopia

Muestras de células crecidas en las diferentes fuentes
de carbono fueron observadas al microscopio de luz
modelo Axioskop Carl Zeiss y documentada su morfo-
logia por fotografia directa, usando una camara aco-
plada Axiocam MRc Carl Zeiss.

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis fisiolégico
Inicialmente se investigd la morfologia del hongo cuan-

do fue crecido en un medio minimo de sales adicionado
con glucosa (control) o naftaleno como tnicas fuentes
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de carbono, tanto en medio sélido, como en medio li-
quido. En el medio sélido con glucosa el crecimiento
micelilal fue masivo, observandose gran cantidad de
esporangios (figura 2a).

Con el objeto de realizar las observaciones de las
estructuras de los esporangios con mayor detalle, se
realizaron micro-cultivos del hongo. En la figura2 by
2c se observan los detalles del esporangioforo. El efec-
to del naftaleno sobre el crecimiento en medio sé6lido
no se pudo realizar, ya que técnicamente no fue posi-
ble incorporar en forma homogénea el hidrocarburo al
medio de cultivo, por lo que se realizaron experimen-
tos de crecimiento en medio liquido utilizando nafta-
leno (figura 2d) y glucosa (figura 2e), donde es clara la
diferencia que presenta el desarrollo del hongo tanto
en la cantidad de masa celular, como en la morfologia
que presentan las hifas.

Figura 2. Patrones morfoldgicos de la cepa YR-1 de Mucor circinelloides. A, creci-
miento en placa en medio minimo de sales sélido, adicionado de gluco-
sa al 0.5 %, como Unica fuente de carbono, detalle de los esporangios.
Aumento 400x. B y C, estructuras de los esporangios en micro-cultivos
en medio de sales con glucosa como unica fuente de carbono. Aumento
400x. D y E, crecimiento de YR-1 en medio liquido de sales, con naftale-
no (0.5 %) y glucosa (0.5 %) como fuentes de carbono respectivamente,
incubando por 18 h. Aumento 400x.

Deteccion de las actividades dihidro-diol-deshidrogenasa

Con el objeto de establecer el numero de posibles
enzimas con actividad de dihidrodiol-deshidrogena-
sa presentes en la cepa YR-1, ésta se crecié en un
medio de sales con naftaleno como unica fuente de
carbono. Se obtuvo el extracto libre de células (s40k),
el cual fue sometido a electroforesis en condiciones
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nativas y las actividades enzimaticas fueron reveladas
con naftalendiol como sustrato y NADP* como acep-
tor de electrones. Es importante resaltar el hecho de
que, en la literatura no existen informes en los que se
haya descrito el uso de zimogramas electroforéticos
para la visualizacién in situ de ninguna actividad en-
zimatica del tipo de las dihidrodiol deshidrogenasas,
incluyendo las naftalendiol deshidrogenasas descritas
tanto en bacterias (Bollag et al., 1975; Gibson et al.,
1975), como en hongos (Cerniglia y Gibson, 1977), lo
que implica que éste es el primer informe donde se
visualizan las actividades mencionadas por medio de
un zimograma. En la figura 3 se puede observar el
resultado de un corrimiento electroforético tipico, en
donde se aprecia que en los extractos libres de cé-
lulas de la cepa YR-1 se detectaron cinco diferentes
electromorfos con actividad de naftalendiol deshidro-
genasa (carril 1) y, tomando como base la movilidad
electroforética que presentan y por el tipo de sustra-
to empleado para su deteccién (naftalendiol), fueron
designadas como naftalendiol deshidrogenasas (NDD)
de la 1 a 5 respectivamente. Los carriles 2 y 3 corres-
ponden a los controles negativos del experimento: sin
el sustrato para revelar la actividad enzimatica (carril
2) o con el extracto enzimatico calentado a ebullicion
(carril 3), en los que no se observa ninguna banda, lo
que implica que las bandas observadas en el carril 1
corresponden a especies quimicas de naturaleza pro-
teica que utilizan el naftalendiol como sustrato. Como
complemento a este resultado se calcularon las movi-
lidades relativas (Rf) y se realiz6 la estimaciéon de la
actividad enzimatica por medio del analisis densito-
meétrico de la intensidad de cada una de las bandas
de actividad (tabla 1). Los resultados muestran que la
NDD3 fue la de mayor actividad, siguiéndole la NDD1,
lo que sugiere una mayor afinidad de estas enzimas
por el naftalendiol.

1 2 3
NDD1
_
NDD2
DSt
NDD4
NDD5

Figura 3. Zimogramas de actividad de las di-hidrodiol deshidrogenasas. Las acti-
vidades enziméticas fueron reveladas con naftalendiol como sustrato y
NADP* como aceptor de electrones. Carriles: 1, extracto s40k; 2, extracto
s40k, sin adicion de sustrato; 3, extracto s40k calentado a ebullicion por 5
minutos. En todos los carriles se cargaron 600 g de proteina. Las siglas
ala izquierda de la figura, indican las diferentes actividades NDD.
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Tabla 1.

Presencia de actividades dihidrodiol-deshidrogenasa (NDD) NADP*-dependien-
tes en extractos libres de células (S40k) de la cepa YR-1 de Mucor circinelloi-
des, crecida en naftaleno como fuente de carbono, usando naftalendiol como
sustrato enzimatico

Unidades
Isoenzima Relativas de Rf*
Intensidad?®
NDD1 74.7 0.21 £0.01
NDD2 44.9 0.56 £ 0.012
NDD3 100.0 0.67 + 0.008
NDD4 43.4 0.73 £ 0.02
NDDS 31.7 0.89 £ 0.02

2 Unidades densitométricas relativas a la banda NDD3, correspondiente a 100%
Rf b= promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

_ Distancia migrada por la banda de actividad

Distancia migrada por el frente del colorante

La desviacion estandar fue calculada con el promedio de tres experimentos inde-
pendientes y cada uno ellos fue realizado por triplicado.

Peso molecular de las subunidades que conforman a las distintas
Actividades NDD

Habiéndose detectado 5 diferentes bandas de acti-
vidad, se plante6 la pregunta si todas ellas podrian
ser isoenzimas o isoformas de la misma enzima. Para
tratar de elucidar si las actividades NDD reveladas
por actividad enzimatica en zimograma eran enzimas
diferentes, se decidié investigar en funcion del peso
molecular el tipo de sub-unidad(es) que conformaban
a cada banda de actividad. Se seleccionaron las ban-
das correspondientes a las NDD1, 3y 5, en base a la
intensidad de cada banda de actividad y su movili-
dad relativa. Las bandas seleccionadas se purificaron
por medio de su electroeluciéon de un gel nativo y los
electroeluidos fueron sometidos a PAGE-SDS para de-
terminar sus patrones proteicos tifiendo con nitrato
de plata. En la figura 4 se observa el resultado corres-
pondiente a las muestras purificadas de las NDD1, 3y
NDDS5, donde es claro que el método de purificacién es
muy efectivo para obtener muestras proteicas de alto
grado de pureza, ya que, en todos los casos se detecto
s6lo una banda de proteina tinendo por plata, el cual
es un criterio de alto valor para evaluar la eficiencia
de los métodos bioquimicos para la purificaciéon de
proteinas. Utilizando proteinas de referencia de peso
molecular conocido, se calcularon los pesos molecula-
res de las posibles subunidades que conforman a las
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NDD1, 3 y 5, obteniéndose los valores de 98.64 kDa,
48.87 kDa y 102.45 kDa respectivamente (tabla 2). Es
claro que en funcién de los pesos moleculares mos-
trados por cada una de las proteinas purificadas, las
diferentes NDD’s estan conformadas por un solo tipo
de subunidad de distinto peso molecular para cada
una, lo que implica que se trata de proteinas homo-
poliméricas diferentes, todas con actividad de dihidro-
diol deshidrogenasa, es decir isoenzimas.

PM 1 2 3
kDa

205
116
97.4 —
66 —

45

29

Figura 4. Patrones proteicos de las NDD's, tefiidos con nitrato de plata. Carriles:
1, NDD1; 2, NDD2; 3, NDD3. En todos los carriles se ajusté la cantidad
de proteina a 20 ug. Las flechas indican las bandas de proteina que
corresponden a las subunidades que conforman cada enzima.

Tabla 2.

Célculo del peso molecular de las subunidades protéicas de las diferentes di-
hidrodiol-deshidrogenasa (DHD) NADP*-dependientes en extractos libres de
células (S40k) de la cepa YR-1 de Mucor circinelloides, crecida en naftaleno
como fuente de carbono.

Peso molecular

Isoenzima (kDa) Rf @
NDD1 98.64 + 1.5 0.42 £0.03
NDD3 48.87 £ 0.8 0.57 £0.01
NDD5 102.5 £ 2.0 0.33 £0.017

Rf2 = promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

Distancia migrada por la banda

Distancia migrada por el frente del colorante

La desviacion estandar fue calculada como el promedio de tres experimentos inde-
pendientes y cada uno de ellos, fue realizado por triplicado.
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Hasta este momento no es posible descartar si las
diferentes bandas de actividad mostradas en los zi-
mogramas pertenecen realmente a actividades dihi-
drodiol deshidrogenasa o se trata de enzimas alcohol
deshidrogenasa con baja especificidad de sustrato,
capaces de utilizar entre otros alcoholes al naftalen-
diol. Los resultados sugieren fuertemente que la NDD
designada como 3, que fue la isoenzima que mayor
actividad presentd, podria ser candidata a ser la en-
zima participante dentro de la ruta de degradaciéon
de los hidrocarburos aromaticos, particularmente del
naftaleno, por lo que es importante puntualizar que
con ella se continuaran las investigaciones tanto de
induccién, como de su caracterizacion bioquimica y
molecular. Del mismo modo, con la enzima pura, es
posible obtener anticuerpos contra ella y poder reali-
zar estudios de inmunocitoquimica para establecer su
localizacion intracelular.

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se logroé establecer que en
la cepa YR-1 de Mucor circinelloides existen 5 bandas
de proteina con actividad de dihidrodiol-deshidroge-
nasa, las cuales se manifiestan como isoenzimas, ya
que estan conformadas por subunidades proteicas de
diferente peso molecular, cada isoenzima tiene una
composicion homopolimérica y ninguna subunidad
protomérica es compartida por las enzimas nativas.
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