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RESUMEN

El transporte en levaduras fue caracterizado durante el siglo pasado en
Saccharomyces cereviasiae y a partir de éstos estudios es posible abordar el
transporte idnico en otras especies de levadura a las que se les ha llamado no
convencionales. Debaryomyces hansenii es una levadura que pertenece a este
grupo (no convencional); se aislé del agua de mar y presenta las caracteristicas de
ser osmotolerante y alcaléfila, lo que le permite crecer hasta en 4.0 M de NaCl y
un pH de 10.0.

En este trabajo se estudio el transporte de los cationes monovalentes Na*™ y K* en
D. hansenii luego de ser incubada tanto a pH acido (6.0) como alcalino (8.0) y sus

efectos en el metabolismo energético.

Adicionar 1.0 M de NaCl al medio de cultivo favorece el crecimiento y permite una
alta acumulacién de Na™. Por otro lado, durante una incubacién a pH constante por
3 horas, D. hansenii acumulé altas concentraciones de Na* o K'; el transporte
ionico mostré una mayor afinidad por el Rb™ (utilizado como analogo al K™ en
ensayos con isétopos marcados radioactivamente) que por el Na*, manteniendo
como principal diferencia la velocidad de entrada entre el pH acido (pH 6.0) y

alcalino (pH 8.0).

En ensayos a pH acido sobre el consumo de glucosa, se obtuvo un mayor
consumo. En presencia de 1.0 M de NaCl el consumo de glucosa disminuyd y fue
igual a ambos valores del pH. En general, el metabolismo energético no mostré
grandes cambios al modificar el pH del medio; sélo el consumo de glucosa
disminuyé al adicionar NaCl a la incubacién.

Sin embargo, a pesar de la mayor afinidad por el Rb* (K") observado en los
experimentos de cinética, cuando se incubaron con altas concentraciones de Na*,
D. hansenii parece perder la selectividad y muestra una acumulacion similar de
cualquiera de los iones, Na* y K' a pH alcalino, sin mostrar variaciones

significativas en su metabolismo energeético.



ABREVIATURAS

“Na* ----- lon sodio radioactivo

®Rb* ----- lon rubidio radioactivo

ADH ----- Alcohol deshidrogenasa

CCCP ----- Carbonilcianuro m-clorofenilhidrazona
Km ----- Constante de Michaelis

mEq ----- miliequivalentes

MES ----- Acido 2-[N-Morfolino] etanosulfénico

TEA ----- Trietanolamina

Vmax ----- Velocidad maxima
YPD ----- Medio de cultivo (2% glucosa, 1% extracto de levadura y 2% peptona de
gelatina)

PALABRAS CLAVE

Debaryomyces hansenii; cinéticas de transporte; crecimiento celular; levaduras;

metabolismo energético; pH y transporte i6nico.



INTRODUCCION

Levaduras como modelos celulares

Tanto en ciencia basica o como en la ciencia aplicada, el uso de
Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio es practicamente
insustituible. En esta levadura se han descrito muchos de los procesos
fisioldgicos que nos ayudan a comprender la bioquimica moderna; sin
embargo, no podemos dejar de lado a otras levaduras, que por sus
caracteristicas fisiolégicas nos permiten entender lo que se sale de lo

convencional.

La levadura convencional y principal modelo de estudio es Saccharomyces
cerevisiae, misma a la que se le han determinado una multitud de parametros
que sirven para comparar los distintos modelos de levadura e incluso modelos
en otros reinos de la naturaleza. Por otro lado, Debaryomyces hansenii es
considerada una levadura no convencional, en parte por el complejo
comportamiento fisiolégico que presenta en su forma de adaptacién a distintos

habitats, modificando su capacidad metabdlica.

Norkrans (1966) y Hobot y Jennings (1981), descubrieron que D. hansenii
puede crecer eficientemente en presencia de altas concentraciones de Na*™ a
diferencia de S. cerevisiae, ya que se creia que S. cerevisiae carecia de una
bomba de salida de Na* que si pudiera estar presente en D. hansenii. En el
2001 se pudo describir que D. hansenii tiene dos sistemas de salida de Na*, las
ATPasas ENA 1 y ENA 2 (1). Otra caracteristica de D. hansenii es que a
concentraciones altas de Na* en el medio, su potencial osmético disminuye
mediante la sintesis de glicerol como soluto compatible ya que el glicerol le
otorga un efecto osmoprotector a la levadura para evitar la pérdida de agua
(35). Igualmente se ha visto que entre los cationes del interior celular, en el
caso de Na* o K, se da un intercambio rapido entre ellos para mantener un

balance entre la salida y la entrada de cationes (16, 35, 49).



Fig. 1.0 Modelo propuesto en el 2004 por Gonzalez-Hernandez y cols. para ejemplificar un
canal no selectivo de Na* o K* para Debaryomyces hansenii (marcado con el nimero 3).

Gonzélez-Hernandez y cols. en el 2004, reportaron que el transporte de
cationes monovalentes presentd una inhibicion del tipo no competitiva; es decir,
qgue tanto para el ion Na* como para el ion K" el transporte al interior de la
célula se da de una manera inespecifica o por distintos tipos de
transportadores, y a su vez la expulsién de Na* o K* se da por un canal no
selectivo (Fig. 1.0); sugiriendo con esto que el transportador catién/cation
propuesto por Norkrans y Kylin (1969) y Thomé-Ortiz y cols. en 1998 no es el
unico medio por el que se intercambian los cationes en D. hansenii, ademas de
que el mismo catidon acumulado durante el cultivo por D. hansenii se expulsa en

un medio libre de iones.

En concentraciones moderadas de sodio, D. hansenii sintetiza ademas del
glicerol, otro osmoprotector, la trehalosa (Fig. 2.0). La trehalosa actua a nivel
de la estructura terciaria de las proteinas, intercalandose con los puentes de
hidrégeno que se forman con el agua, para asi mantener estabilizada la forma
nativa de las proteinas (17); las estrategias “salt- in” y “compatible solute” son
las principales que manejan los organismos haléfilos, para contrarrestar el

efecto del estrés osmotico que prevalece en su ambiente (38).



CH,OH
H-C-OH
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Glicerol Trehalosa

Fig. 2.0. Estructuras del glicerol y la trehalosa, solutos compatibles que sintetiza D. hansenii
para contrarrestar el estrés osmético ejercido en su ambiente, tomadas de Oren 1999.

Importancia del pH

Organismos multicelulares y unicelulares como las levaduras, tienen su interior
mayormente compuesto de agua (representando entre el 80 y el 90% del peso
celular); por lo tanto, casi todas las reacciones quimicas al interior de la célula
se realizan en un ambiente acuoso (45). El agua es la principal molécula que
permite mantener una homeostasis acida y alcalina, ya que al disociarse
genera como producto un ion hidronio (H3O%) y un ion hidroxilo (HO), que
pueden comportarse como acido o base respectivamente.

H:O + H,O —» HgO" + HO'

Debido a esta caracteristica particular del agua, la mayoria de los procesos
celulares se llevan a cabo a un pH cercano al neutro (pH 7); el pH en la sangre
de los humanos oscila entre 7.35 y 7.45.

Debido a que la tendencia del agua a ionizarse es muy baja (la concentracién
de iones de hidrégeno en agua pura es de 107) pero de gran importancia ya
que el pH puede afectar la estructura de una proteina y por consiguiente la
actividad catalitica de las enzimas (29, 48), por ejemplo, en el caso de las
proteinas que bombean protones, las moléculas de agua al interior de su

estructura interna, participan en la formacién de puentes de hidrégeno (24).



Las enzimas mantienen un pH o6ptimo limitado y el salirse de estos limites,
repercute en la velocidad, afinidad y estructura de la proteina. El principal
efecto del pH sobre las enzimas, se debe a cambios en sus grupos ionizables;
las enzimas, como cualquier otra proteina, presentan diversos grupos
ionizables, mismos que dependen del pH y sus constantes de ionizacién,
contribuyendo en parte a la actividad catalitica (11).

Como se menciond anteriormente, S. cerevisiae ha sido el principal modelo de
estudio en los hongos; en ella se han caracterizado muchos de los fenbmenos
de transporte. Se ha visto que muchos de ellos dependen de la actividad de la
ATPasa tipo P que bombea protones al exterior. La ATPasa tipo P es una
enzima de membrana que produce cambios en el pH externo y su actividad
varia con: a) la concentracion de K* en el medio para poder intercambiarlo por
H* y asi mantener un equilibrio eléctrico; b) con la alcalinidad del pH del medio.
En 1972 Pefa y cols, reportaron precisamente que el pH externo influye
directamente sobre el interno, en presencia de un sustrato fermentativo
(glucosa) donde la ATPasa plasmatica expulsa protones, permitiendo con ello
el aumento del pH interno (39). En D. hansenii el bombeo de protones también
esta estrechamente relacionado con el pH del medio, ya que ese bombeo se

presenta si el pH del medio es mas alcalino.

Por otro lado, el crecimiento celular indica de manera indirecta, en qué grado
afecta el pH del medio a los procesos fisiol6gicos de la levadura, por lo que es
de gran importancia prestarle atencién al pH en ensayos bioquimicos. En las
levaduras el pH éptimo de crecimiento estd cercano a la neutralidad o
ligeramente hacia el intervalo acido; sin embargo, hay especies de levaduras
que salen de estos limites y pueden crecer en un intervalo de pH de 2.0 a 9.0;
tal es el caso de las levaduras marinas, que en el océano, deben adaptarse a
un pH cercano a 8.0 o mayor. D. hansenii es un modelo representativo de un
organismo marino; tiene la capacidad de crecer en la mayoria de los casos en
un pH de entre 8.5 a 9.3, aunque se da el caso de la cepa IFO 10939 de D.
hansenii, capaz de crecer a pHs desde 3.6 hasta 10.3 (26). S. cerevisiae es
una levadura poco tolerante a ambientes alcalinos y no crece en pH alto (19).



Sistemas de transporte celular.

Las proteinas intrinsecas de las membranas estdn embebidas en la bicapa
lipidica de la membrana celular; éstas proteinas en su conjunto llevan a cabo
distintas funciones; sobresale el transporte al interior o al exterior de la célula,
tanto de sustratos, metabolitos, o iones que le permiten mantener su
funcionamiento (18). El transporte de iones o de sustancias polares ocurre en
las membranas mediante la accion de proteinas especificas de transporte
siguiendo distintas estrategias (transporte pasivo o transporte activo), mediante
canales o transportadores (algunos llamados bombas). Los transportadores
pueden pertenecer a distintos tipos: uniporte, simporte y antiporte (18, 31, 53) y
se encargan de mantener la homeostasis iénica y del pH en la célula. Se
pueden activar o reprimir segun las condiciones predominantes tanto en el
ambiente celular como el circundante a la célula. Los transportadores generan
gradientes, por ejemplo, de concentracion ionica, a traveés de la membrana que
después son usados como fuente de energia para los canales ibnicos y otras
proteinas de transporte para bombear nutrientes a la célula.

Los transportadores y los canales i6nicos realizan funciones muy diferentes:

- Las bombas, o translocadores primarios transportan iones contra un
gradiente electroquimico mediante un proceso de transporte energético
cuesta arriba acoplado a una fuente de energia como la hidrélisis del ATP.

- Los transportadores secundarios aprovechan el movimiento con una
energia cuesta abajo de otro ion (18) o sustrato como en el simporte
glucosa-proton* (51). Estos sistemas de transporte, por su propiedad de
saturacion, pueden estudiarse mediante modelos cinéticos (31).

- El canal iénico por el contrario regula un transporte pasivo, simplemente
catalizado por el movimiento energéticamente cuesta abajo de los iones, en

muchos casos a tasas de conduccion i6nica muy alta (18).



Tanto las bombas ibnicas como los canales iénicos y cotransportadores,
comparten una propiedad fundamental, la capacidad para transportar iones en
una manera selectiva, crucial para la operacion de proteinas transportadoras

de iones (18).

Metabolismo energético

En una levadura facultativa, los productos finales de la glucélisis y la
respiraciéon son etanol + CO,, 6 CO, + HyO, respectivamente; dada su
capacidad de llevar a cabo tanto la fermentacion alcohdlica como la
respiracion. Otros de los productos obtenidos en estos procesos son las
moléculas de alta energia como las coenzimas reductoras (pares redox) y el
ATP, siendo estas moléculas importantes fuentes de energia en las células.

La fuerza protén-motriz de las mitocondrias es la principal fuente de energia de
la célula y estd compuesta por dos componentes, el gradiente de pH y el
potencial eléctrico de la membrana (10, 31). Cada uno de ellos es generado por
diversos sistemas y sirven en gran parte para llevar a cabo la sintesis de ATP
partiendo de ADP y Pi mediante la ATP sintasa a partir del gradiente
electroquimico formado por la respiracién (23). Otra via por la cual se genera
ATP, aunque en menor cantidad, es la via glucolitica, ya que sélo genera 2
moléculas de ATP (neto) por cada molécula de glucosa a diferencia de la
fosforilacién oxidativa que genera 38 moléculas de ATP, siendo ésta ultima
reaccion la via principal para generar ATP mediante el gradiente formado en la

membrana interna mitocondrial por la cadena de transporte de electrones.

Debaryomyces hansenii

La clasificacién taxondmica de esta especie se divide en:
Clase: Hemiascomicetos
Orden: Saccharomicetales

Familia: Saccharomicetaceae (en la actualidad no esta bien definida la familia)



Microfotografia éptica de Debaryomyces hansenii (40x)

Esta levadura unicelular presenta ciertas caracteristicas: puede permanecer en
ambientes tales como en la superficie de ciertos alimentos con alto contenido
de sal (algunos embutidos y quesos), (6, 14, 15, 25, 33, 37) hasta el ambiente
marino; son los principales hongos en estos ecosistemas (3, 13). Se presentan
en mayor abundancia individual o densidad poblacional en las zonas costeras y
a una baja profundidad del océano (15). Esta especie ha desarrollado la
capacidad de adaptarse a las condiciones del agua del mar, en la que varian
segun la zona, la temperatura y las cantidades de compuestos idnicos,
principalmente el sodio, que presenta una concentracion promedio de 0.5 M a
0.6 M, o del potasio, con una concentracion promedio de 10 mM entre muchos
otros.

D. hansenii es considerada un organismo marino, dado que se encuentra
presente constitutivamente en aguas marinas como parte de la poblacion
microbiana (36); tiene la capacidad de crecer en condiciones caracteristicas del
océano: alta concentracién de sales, bajas temperaturas, y pH alcalino. Con
base en esta ultima caracteristica se ha visto que la cepa de D. hansenii IFO
10939 puede crecer a un pH del medio de 3.6 a 10.3, con un crecimiento
Optimo a pH 6.2 (26). La cepa Y-7426 a pH acido (5.2) reprime su crecimiento y
a pH neutro o alcalino (7.2 — 8.3) lo favorece (21).
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Entre los hongos encontrados en aguas marinas, Debaryomyces es de los
géneros que se presentan en mayor proporcion. Sus especies pueden crecer in
vitro en medios con altas concentraciones de azucares, tanto de pentosas
como hexosas, presentando un mejor desarrollo con glucosa (32). En esta
fuente de carbono desarrolla su capacidad de respirar y fermentar (47) aunque
algunos autores sostienen que D. hansenii es incapaz de fermentar; es decir,
que se trata de una levadura aerobia estricta (52). Por otro lado se ha visto que
estas capacidades aumentan aun mas en presencia del ion potasio, el cual
activa a algunas enzimas glucoliticas (30). Distingue a D. hansenii su
capacidad para tolerar el NaCl, principal cation del agua del mar (33, 49).

Dada su capacidad para crecer en un medio alcalino y salino como el agua del
mar, se decidié estudiar sus caracteristicas de transporte y metabolismo ante
concentraciones elevadas de sales y del pH del medio.
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JUSTIFICACION

Los estudios fisiolégicos y bioquimicos en D. hansenii, tomando en cuenta su

tolerancia al pH y resistencia a sales monovalentes, son escasos.

Estudios anteriores muestran que D. hansenii aumenta su capacidad fermentativa
y respiratoria al ser cultivada en medio salino; por lo tanto, se espera que
acercarse a condiciones de su habitat natural, mediante la alcalinizacién del medio
y presencia de Na*, se pueda tener una aproximacién cercana a las condiciones

de vida de esta levadura.

HIPOTESIS

El aumento de pH en el medio de incubacion, favorece tanto el transporte de iones
monovalentes (Na* y K*) como el metabolismo energético de la levadura alcaléfila

Debaryomyces hansenii.
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OBJETIVOS

Objetivo general

- Caracterizar el transporte ionico y el flujo glucolitico de D. hansenii, a pH 6.0 y
8.0 en ausenciay presencia de 1.0 M de NaCl.

Objetivos particulares

- Cuantificar la concentracion intracelular de Na* y K™ en levaduras crecidas en

distintas concentraciones de estos cationes monovalentes.

- Determinar los parametros cinéticos del transporte de rubidio (**Rb) y sodio
(**Na) en D. hansenii.

- Cuantificar el flujo glucolitico mediante el consumo de glucosa y la produccion
de etanol para las distintas condiciones de incubacién.

- Medir el efecto de estos parametros sobre el consumo de oxigeno.
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MATERIALES Y METODOS

La levadura utilizada fue la cepa Y-7426 de Debaryomyces hanseni del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), Peoria IL, (ver anexo)
(22).

Las levaduras se mantuvieron en cajas de Petri en medio sélido YPGal — NaCl

1.0 M como cultivo madre; de éste, se inocul6 una asada de levaduras en cajas
de medio YPD sélido suplementado con 1.0 M de NaCl.

Los cultivos se realizaron en matraces de 1 | con 400 ml de medio YPD a 30.0
°C y agitacién constante a 250 rpm. Todos los medios, se esterilizaron en un
autoclave Hirayama durante 15 min a 121°C y 1.5 kg/cm® de presion.
Terminado el cultivo, 24 horas después de colocado el in6culo, se cosecharon
las células por centrifugacién a 2500 rpm, lavando 2 veces con agua destilada
y resuspendiendo finalmente a 500 mg/ml en suspensién. Los distintos ensayos

realizados a estas células se utilizaron como control.

Células, 500
mg/mli

Ensayos
de - Ensayos de
transporte ' metabolismo

Incubacion en YPD con o

sin 1 M de NaCla pH 6.0 u

8.0 ajustando con NaOH o
KOH (transporte) en un

pH-stat
Transporte | | Metabolismo
ineti Concentracion Consumo de
Cinéticas de
trada de 2Na+ | | interna de Na* glucosay Respiraci
entrada de 22Na ke produccion de espiracion
© ®Rb ° etanol
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Crecimiento celular.

El ensayo se inici6 en 20 ml de medio YPD en presencia o ausencia de 1.0 M
de NaCl; se agregd una pequena asada de D. hansenii almacenada en cajas
Petri de YPD con 1.0 M de NaCl (se mantienen en presencia de sal para una
mejor preservacion de la levadura). De este precultivo obtenido en 3 horas en
un cuarto de cultivo a temperatura constante de 30 °C, se midi6 la absorbencia
y se inoculd la cantidad necesaria en 20 ml de YPD con o sin 1.0 M de NaCl
para obtener una absorbencia inicial de 0.02 a 600 nm de D.O. Una vez hecho
el indculo se tomaron 300 pl del cultivo y se colocaron en uno de los pozos de
las placas que se utilizan en el sistema automatico para andlisis de crecimiento
microbiano de Bioscreen C (en total se utilizaron 25 pozos de los 100 que tiene
la caja, dejando uno libre entre pozo y pozo). Se midid el crecimiento celular
durante 60 h y se determiné el tiempo de duplicacién para ambas condiciones
de cultivo (presencia y ausencia de 1.0 M de NaCl). Los ensayos se realizaron
en un sistema automatizado para el andlisis de crecimiento microbiano de

Bioscreen durante 60 hrs.

El crecimiento celular manteniendo constante el pH del medio, no se determind.

Incubacion celular a pH constante.

Se realizaron incubaciones a pH 6.0 y pH 8.0 ajustando con KOH 0.267 M (sélo
para ensayos de transporte) y con NaOH 0.26 M, agregando o no 1.0 M de
NaCl a 20 ml de YPD utilizado como medio de incubacion. Las células (1750
mg) se incubaron en estas condiciones durante 3.0 horas (aproximadamente el
tiempo de duplicacion celular) dentro de una camara descubierta de vidrio,
capaz de mantener la temperatura constante a 30 °C y que se acopla a un TIM
856 Tritation Manager de Radiometer Analytical (pH stat) mediante un
dispensador de amortiguador y un electrodo de pH de la misma marca. La
cantidad de base anadida para mantener el pH puede registrarse a lo largo del
tiempo, asi como para determinar la cantidad final de iones (potasio 0 sodio)
adicionados al medio y los miliequivalentes de base utilizada.
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Al término de las distintas condiciones de incubacién mencionadas, se midieron
las concentraciones internas de los respectivos cationes monovalentes y se

realizaron los experimentos de transporte y de metabolismo.

Concentracion interna celular de Na* y K*.

En el fotometro de flama Carl Zeiss PF5, calibrado en su escala de lectura a 0
con agua desionizada y a 100 con 1.0 mM de NaCl o KCI segun el ion a
cuantificar, se determiné la concentracién interna celular de Na* y K*, mediante
la luz emitida por cada uno de los cationes en la combustién de la “solucion
problema” vaporizada y mezclada con gas butano. La linea de emisién
generada y caracteristica para cada ion, es proporcional a la concentracion
i6bnica. La emisién es captada por un filtro 6ptico especifico para la coloracién
de la flama producida (20).

La “soluciéon problema” corresponde a los extractos obtenidos al romper 250
mg de células en bafo maria hirviente durante 15 min y resuspendidas en 5 ml
de agua desionizada. La concentracion interna celular de los distintos iones, se
calculé tomando en cuenta que D. hansenii contiene en su interior

aproximadamente 40% de agua.

Cinéticas del transporte.

El uso de iones marcados radioactivamente para determinar el transporte a
través de la membrana plasmatica en levaduras ha sido utilizado desde
mediados del siglo pasado por Conway, 1958, quien lo estudié en células de S.

cerevisiae.

En este trabajo se determin la cinética de transporte de rubidio (**Rb* utilizado
como anélogo al potasio) y de sodio (**Na*). La direccién del transporte fue
hacia el interior de las células de D. hansenii.

Las cinéticas de transporte se llevaron a cabo en células cultivadas (control) o
incubadas a pH constante bajo distintas condiciones; los ensayos cinéticos se
realizaron en un medio de incubacién a pH 6.0 con 10 mM de MES-TEA o pH
8.0 10 mM de Bicina-TEA, 50 mM de glucosa, %Rb* a concentraciones



16

variables (1.0, 2.0, 4.0, 8.0 y 10 mM) y 50 mg de células. Se realizd un curso
temporal de 90 minutos tomando alicuotas de 200 pl a los 5, 15, 30, 60 y 90
minutos, o en el caso de ??Na* a concentraciones variables (10, 20, 50, 80 y
100 mM) y 100 mg de células realizando un curso temporal de 270 segundos,
tomando alicuotas a los 90, 180 y 270 segundos. Las alicuotas se colocaron en
filtros de nitrocelulosa de 0.45 um en un multifiltro Millipore lavando 5 veces con
0.5 ml CaCl, 10 mM frio (4°C) y Triton-X100 diluido 1:1000 (v:v); los filtros se
dejaron secar y se colocaron en viales de cristal con 5 ml de liquido de
centelleo (ver anexo) para contar la marca del interior de la célula en un
contador de centelleo Beckman LS6500 y determinar los parametros cinéticos
mediante las velocidades iniciales.

Consumo de glucosa en D. hansenii.

Se incubaron 125 mg de células con agitacién constante a 30 °C tanto a pH 6.0
como pH 8.0 con 10 mM de MES — TEA o Bicina — TEA respectivamente y 20
mM de glucosa (se inici6 la incubacion al momento de adicionar la glucosa). De
esta incubacién, se obtuvieron alicuotas de 1.0 ml al tiempo cero y al minuto
15; se centrifugd la alicuota durante 60 segundos en tubos Eppendorf, se
decanté el sobrenadante y se mantuvo en hielo, el botén celular se desecha.

Modificando a la mitad los volumenes recomendados en la metodologia del
Glucose (GO) Assay Kit (GAGO-20) de Sigma y con los sobrenadantes de
cada una de las condiciones, se determind la concentracion de glucosa
obteniendo la diferencia al tiempo cero y al minuto 15, diluyendo 10 pl de cada
una de las muestras en 490 ul de agua desionizada. Se utilizé solamente 1.0 ml
del reactivo de ensayo y de igual manera 1.0 ml de acido sulfurico 12 N para

detener la reaccion.

Mediante los parametros (pendiente y ordenada al origen) obtenidos al graficar
linealmente la curva estandar recomendada por el fabricante del Kit GAGO-20,
se determinaron los pmoles de glucosa por gramo de células en las muestras.
Se tomaron en cuenta los miligramos de células utilizados (125 mg), la masa
molecular de la glucosa (180 g/mol) y el volumen utilizado de muestra en la
reaccion (10 pl).
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Produccion de etanol

Se incubaron durante 15 minutos en un bafio a 30 °C y con agitacidon
constante, las células recién cosechadas del cultivo o incubadas 3.0 horas
manteniendo el pH; 100 mg de células y 66 mM de glucosa a pH 6.0 con MES
— TEA 10 mM (la incubacién se inici6 con la adicion de las células).
Transcurrido el tiempo se tomé una alicuota de 1.0 ml y se centrifugd en tubos
Eppendof; se decant6 el sobrenadante y se mantuvo en hielo.

La determinacion de alcohol se realiz6 mediante la reaccion con la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH) utilizando como cofactor NAD™. La diferencia en
la absorbencia producida con la reducciéon del NAD* a 340 nm se midi6 en un
espectrofotometro de doble rayo DW2a actualizado por On-Line Instrument
Systems (Olis) y se utilizé6 para cuantificar la concentracion de alcohol en las
muestras, tomando en cuenta el coeficiente de extincién del NADH el volumen
de la muestra, el volumen final de la reaccion y los miligramos de células
empleadas. La reaccion en el espectrofotdmetro de doble rayo se llevé a cabo
a pH 9.0 con 60 mM de Bicina—KOH e inicié al adicionar 200 pl de

sobrenadante.

Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se midié en una camara a temperatura constante
(30°C) mediante un electrodo tipo Clark de un monitor de oxigeno biolégico YSI
5300 conectado a una interfase que convierte los datos anal6gicos en digitales.
Los ensayos se realizaron a pH 6.0 utilizando como amortiguador MES — TEA
10 mM 6 Bicina — TEA como amortiguador a pH 8.0, 25 mg de células de cada
una de las variables y glucosa 50 mM o etanol 78 mM como sustrato.

El registro para cada ensayo se almacend y tomando en cuenta los 400 natm
de oxigeno por mililitro de agua en la Ciudad de México, el tiempo que durd
cada ensayo, la pendiente en la fase lineal del experimento y los miligramos de

células, se determiné la respiracion en células integras.
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RESULTADOS

Cantidad de NaOH 6 KOH para mantener el pH

Como ya se menciond, la cantidad de base afadida para mantener el pH a lo
largo del tiempo permite determinar la cantidad de iones (potasio o sodio)

adicionados al medio; las Tablas 1 y 1.1 muestran esos resultados.

Medio de incubacién Ajustando el pH del Ajustando el pH del
utilizado medio con KOH medio con NaOH
YPD a pH 6.0 16 mM; 0.4 mEq 30 mM; 0.8 mEq
YPD a pH 8.0 50 mM; 1.4 mEq 61 mM ; 1.8 mEq
YPD 1 M NaCl apH 6.0 21 mM; 0.5 mEq 33 mM; 0.9 mEq
YPD 1 M NaCl a pH 8.0 63 mM; 1.9 mEq 62 mM; 1.9 mEq

Tabla. 1.0. Concentraciones idnicas del medio al término de la incubacién y los mEq totales de
base utilizados para ajustar el pH del medio.

Medio de incubacién Ajustando el pH del Ajustando el pH del
utilizado medio con KOH medio con NaOH
YPD apH 6.0 0.25 mEq 0.8 mEq
YPD a pH 8.0 0.93 mEq 1.42 mEq
YPD 1 M NaCl apH 6.0 0.45 mEq 0.64 mEq
YPD 1 M NaCl a pH 8.0 1.9 mEq 1.6 mEq

Tabla. 1.1 mEq de base (KOH o NaOH), utilizados para neutralizar el acido producido por las
células.

Los datos de las tablas muestran que a) la cantidad de base necesaria para

mantener el pH deseado fue con ambas bases mucho mayor a pH 8.0 que a
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pH 6.0; b) las cantidades de NaOH fueron siempre superiores a las de KOH, y
c) al anadir NaCl 1.0 M, la cantidad necesaria para mantener el pH aumentd

cuando la base era KOH, pero no cuando era NaOH.

Crecimiento celular

El crecimiento microbiano no representa en si una rama de investigacion; sin
embargo, se utiliza en los estudios de fisiologia microbiana, ya que los
constituyentes celulares aumentan durante este proceso a partir de las células
inoculadas (exceptuando los organismos cenociticos), y se mide como la
biomasa producida (27, 40). A mediados del siglo XX, Jacques Monod definié
seis fases distintas en el crecimiento de las células de un cultivo microbiano: 1)
Fase lag o de retardo — la tasa de crecimiento es nula. 2) Aceleracion —
aumenta la tasa de crecimiento. 3) Exponencial — es constante la tasa de
crecimiento. 4) Retardo — disminuye la tasa de crecimiento. 5) Estacionaria — la
tasa de crecimiento es nula. 6) Declive — tasa de crecimiento negativa (Fig. 3.0)
(28).

GROWTH RATE
| O==n-g

\
SN

TIME

Log , BACTERIAL DENSITY

Fig 3.0. Comportamiento de un cultivo donde se muestran las fases de crecimiento. Parte baja
de la figura: logaritmo base 2 de la densidad bacteriana. Parte alta de la figura: variaciones de
la tasa de crecimiento. Lineas verticales punteadas sefalan los limites de las fases.

Las distintas fases del crecimiento microbiano se pueden determinar mediante
diversas técnicas, como el conteo en el niumero de células, la turbidez y

medicion de la masa microbiana mediante espectrofotometria (27, 28, 40).
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Debido a que el crecimiento celular tiene como base principal el aumento en el
namero de células individuales, es posible aplicarlo en otros organismos, como
las levaduras, aplicando el mismo método (27, 40). Se parte de una
absorbencia inicial del cultivo y a través del tiempo se continia midiendo la
absorbencia a una longitud de onda determinada. Partiendo de estas bases, el
crecimiento celular se determind en un medio completo (YPD) y en YPD
suplementado con 1.0 M de NaCl. Con los datos obtenidos para los dos
cultivos en escala lineal de absorbencia vs tiempo, se construye un grafico

semilogaritmico, manteniendo la escala de tiempo lineal (Fig. 4.0).
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Fig 4.0. Gréfica lineal y semilog del crecimiento celular durante el tiempo. Los puntos en
triangulo y rombos pertenecen a la escala lineal y logaritmica base 10 de la absorbencia,
respectivamente.

Los datos obtenidos en la fase exponencial y graficados semilogaritmicamente

se utilizaron para determinar el tiempo de duplicacién mediante la ecuacion:
x=1In2/m

Donde “x” es el tiempo de duplicacién celular; “In2” es el logaritmo natural de 2
y “m” es la pendiente en la fase exponencial ajustada a una linea de tendencia

exponencial.
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El tiempo de duplicacion para los cultivos fue de practicamente tres horas para
los realizados en YPD y de 2 para las células cultivadas en presencia de 1.0 M
de NaCl, como se muestra en la Figura 5.0.

Tiempo de duplicacion Debaryomyces hansenii

Horas

YPD

Fig 5.0. Tiempo de duplicacién celular obtenido para D. hansenii en cultivos de YPD con
ausencia (columna izquierda) o presencia de 1M de NaCl (columna derecha); el tiempo que
tarda una célula en duplicarse esta expresado en horas Los ensayos fueron realizados en un
sistema automatizado para el andlisis de crecimiento microbiano de Bioscreen durante 60 hrs.
Se inicié con una absorbencia de 0.02 y se mantuvo a temperatura (30 °C) y agitacion
constante.

Transporte de iones

Concentracion interna de Na* y K*

La concentracién de un ion dentro de las células se relaciona, entre otras
cosas, con su capacidad para mantener una cierta selectividad de transporte y
con los efectos que puede ejercer el ion acumulado sobre los diversos
procesos fisiolégicos de la célula (e.g. metabolismo). El K™ es el ion mas
abundante en el interior de la célula (42) y entre otras cosas, ayuda a mantener
un potencial eléctrico y osmético adecuado con respecto del exterior celular (5).
Sin embargo, la acumulacién de sodio o potasio en D. hansenii recién

cosechada depende del medio donde se realizé el cultivo, que puede ser el
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estandar, YPD, o suplementado con una sal YPD-1.0 M NaCl (49). D. hansenii
tiene la capacidad de acumular en su interior el catibn mas abundante en el
medio (16, 49); sin embargo, el K* se acumula en mayor concentracién, como
lo muestra la Fig 6.0. Las células crecidas en YPD (concentracion de K* en el
YPD es cercana a 20 mM), acumularon una alta concentracion de este cation.
Sin embargo, las células crecidas en el mismo medio YPD, pero agregando 1.0
M de NaCl todavia acumularon una concentracién alta de K*, aproximadamente
un 50 por ciento de la acumulada en el medio sin sal. Por otra parte, la
concentracion acumulada de sodio aumenté por un factor de poco mas de 13.

Concentracion interna de iones monovalentes, después del
cultivo (control)

300 -
@ Cultivadas sin NaCl @ Cultivadas con 1.0 M de NaCl

250 -
K Na

200 -

150

[mM]

100 -
101,7

50 1 11,5

0+

Fig. 6.0. Concentracion interna de Na* y K en células cultivadas 24 hrs en medio YPD
(columnas en verde) y medio YPD suplementado con 1.0 M de NaCl (columnas en gris). Las
barras del lado izquierdo corresponden a la concentracién interna celular de K*; las del lado
derecho corresponden a la concentracion interna celular de Na®; los valores dentro de las
columnas corresponden a la concentracion milimolar.

En las células cultivadas durante 24 horas en YPD, el pH del medio no se
regula, y disminuye a lo largo del tiempo. Era entonces necesario determinar
estas concentraciones acumuladas en experimentos en los que se mantuvo el
pH del medio a pH 6.0 U 8.0. Ademas, dado que los cationes Na" y K" pueden
transportarse al interior, los experimentos se realizaron manteniendo el pH del

medio a los valores mencionados de pH, pero utilizando NaOH 6 KOH.
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Manteniendo constante el pH del medio durante 3 horas a pH 6.0 6 pH 8.0 con
NaOH, como se puede observar en la Figura 7.0, a) a pH 6.0, no obstante que
no se requiri6 una cantidad grande de NaOH para mantener el pH, la
concentracion acumulada de K disminuyé6 moderadamente en comparacion
con la mostrada en la Fig. 6.0, y la de Na® aumentd, y b) a pH 8.0, las
concentraciones acumuladas de ambos iones fueron semejantes; es decir, se
favorecidé la acumulacion ligeramente mayor de sodio, a expensas de una
disminucion importante de la concentracion interna de potasio (véase la Fig.
6.0).

Concentracion idnica interna; medio de incubacion sin NaCl

300 -
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200 -
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150 -
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100 -
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154 114 129

Fig. 7.0. Acumulaciéon de Na* é K* en las células incubadas al pH sefialado mediante la adicion
de NaOH. Las dos primeras columnas (en verde), muestran la acumulacion i6nica de K* y Na*
con el pH ajustado a 6.0; las columnas en azul sefalan la concentracion idnica interna a pH
8.0. El pH se mantuvo constante mediante la adicion continua de NaOH 0.26 M. Valores al pie
de la columna corresponden a las concentraciones en mM.

En otro experimento, manteniendo las mismas condiciones de incubacion, se
agreg6 1.0 M de NaCl al medio. La concentracion interna del Na®™ aumenté y la
concentracion para el ion K* disminuyé. En la Figura 8.0 se muestra el
comportamiento observado; se encontr6 una acumulacion mayor del Na®,
cation predominante. El cambio del pH del medio no hizo cambiar la

selectividad al ion mas abundante del medio.
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Concentracion iénica interna; medio de incubacion con NaCl

300 -
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Fig. 8.0. Concentracion i6nica de K y Na* en células cultivadas 24 horas y luego incubadas en
YPD suplementado con 1.0 M de NaCl durante 3 horas a pH 6.0 (columnas en verde) y a pH
8.0 (columnas en azul) continuamente ajustado con sosa. Valores al pie de la columna
corresponden a las concentraciones en mM.

Tomando en cuenta que la base utilizada (NaOH) para ajustar el pH del medio
influiria en la acumulacién iénica generando una concentracion mayor de sodio
en la levadura, se realiz6 el mismo experimento utilizando una solucién 0.267
M de KOH para ajustar el medio de incubacién y mantenerlo a pH 6.0 U 8.0
durante 3 horas. La figura 9.0 muestra que la concentracion para el K* interno
aumentd con respecto a las células que se incubaron en el medio ajustado con
NaOH y son semejantes a las alcanzadas en las células crecidas en YPD; sin
embargo, los valores de la concentracion interna obtenida no mostraron
grandes cambios en comparacion con los obtenidos en el control que se
presenta en la Fig. 8.0; el Na* interno se mantuvo constante a las condiciones

fisioldgicas de la célula. Este comportamiento fue similar a pH 6.0 y 8.0.
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Concentracion ionica interna; medio de incubacion sin NaCl
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Fig. 9.0. Efectos de la incubacion de D. hansenii manteniendo el pH del medio a 6.0 U 8.0 con
KOH. El medio de incubacion se mantuvo continuamente a pH 6.0 (columnas verdes) o pH 8.0
(columnas en azul) con KOH 0.267 M para cuantificar la concentracién iénica interna de K™ y
Na* de D. hansenii. Valores al pie de la columna corresponden a las concentraciones en mM.

En otro experimento, agregando 1.0 M NaCl al medio de incubacion, se
mantuvo el pH a 8.0 durante 3 horas con hidroxido de potasio 0.267 M. La
Figura 10.0 senala una acumulacion mayor del sodio pero en comparacioén con
los datos mostrados en la figura 6, la entrada de potasio aumento y la de sodio

disminuyd.

Concentracion ionica interna; medio de incubacion con NaCl
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Fig. 10.0. Concentracion interna de Na* y K* en las células incubadas en presencia de 1.0 M de
NaCl. Los ensayos se realizaron incubando con 1.0 M de NaCl a pH 8.0 ajustado
constantemente con una solucién 0.267 M de KOH. Valores al pie de la columna corresponden
a las concentraciones en mM.
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Cinética del transporte

Desde mediados del siglo pasado se estudié el transporte de los cationes
monovalentes en S. cerevisiae mediante ensayos cinéticos con iones marcados
radioactivamente; el K* es el cation con mayor afinidad, y se transporta al
interior de la célula aun en presencia de otros iones (9). En la segunda mitad
del siglo XX, se comenzé a utilizar este tipo de ensayos para determinar el
transporte i6nico en D. hansenii, con Norkrans y Kylin en 1969, Prista y cols. en
1997, Thomé-Ortiz y cols. en 1998, y recientemente Gonzalez-Hernandez y
cols. en el 2004, todos utilizando los isétopos ®®Rb* como anélogo al K* y por
ser el K* un inhibidor competitivo del Rb* tanto en S. cerevisiae como en D.
hansenii (41) y #?Na* ademas del **K* y ?*Na* como isétopos directos por
Norkrans y Kylin en 1969.

El primer ensayo de cinética de transporte realizado como control consistié en
determinar los parametros cinéticos para el #?*Na* en D. hansenii recién
cosechada, ensayando las células a pH 6.0 con 10 mM de MES-TEA y pH 8.0
con 10 mM de Bicina-TEA. La figura 11.0 muestra los resultados; a pH 6.0 se
obtuvo una Km = 14 mM y una Vmax = 0.95 nmoles min™ mg de células™ y a
pH 8.0 una Km = 24.6 mM y una V max = 1.3 nmoles min™ mg de células™.

Ensayo cinético de ?Na* a pH 6.0 y pH 8.0 (control)
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Fig. 11.0. Ajuste michaeliano de la cinética de transporte para #Na* tanto a pH 6.0 (circulos
rellenos) como pH 8.0 (circulos en blanco).
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De igual manera se realizd una cinética de transporte para el ®Rb* en células
recién cosechadas; el ensayo se llevé a cabo tanto a pH 6.0 como pH 8.0
utilizando los parametros cinéticos obtenidos como control del transporte para
el Rb*. Las incubaciones para los distintos ensayos cinéticos se realizaron en
ausencia y presencia de 20 mM de NaCl. En la Figura 12.0 se puede observar
el ajuste michaeliano para los diversos ensayos realizados; los parametros
cinéticos obtenidos fueron a pH 6.0 sin sodio una Km =2.5 mM y una Vmax =
0.05 nmoles min” mg de cel.”’ a pH 6.0 con 20 mM de NaCl una Km = 18 mM
y una Vmax = 0.2 nmoles min' mg de cel.”. Al hacer los ensayos cinéticos a
pH 8.0 sin sodio se obtuvo una Km = 3.2 mM y una Vmax = 0.1 nmoles min™
mg de cel.” y a pH 8.0 con 20 mM de NaCl una Km = 15 mM y una Vmax =

0.2 nmoles min" mg de cel.™.

Cinética de transporte para **Rb".
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eq
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0 2 4 6 8 10 12
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® pH 6 sinsal
pH 6 con sal
pH 8 sin sal
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Fig. 12.0. Ajuste michaeliano para la cinética de transporte del **Rb* en D. hansenii ensayando
a pH 6.0 en ausencia (circulos) y presencia de 20 mM de NaCl (triangulo invertido) y pH 8.0 en
ausencia (cuadros) y presencia de 20 mM de NaCl (rombos).
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Cinéticas de transporte para *Rb*.

Una vez obtenidos los parametros control, se realizaron las cinéticas de
transporte para ??Na* y %®Rb* en células incubadas durante 3 horas a 30 °C,
tanto en medio YPD o YPD suplementado con 1.0 M de NaCl, ajustando
constantemente con NaOH o KOH a pH 6.0 y pH 8.0.

Las Tablas 2.0 y 3.0 muestran los datos obtenidos para las cinéticas de ®*Rb*
en las distintas condiciones de incubacién realizadas. En estos experimentos
no se anadié sodio al momento de los ensayos como en las gréaficas control,
porque solamente se queria determinar el transporte para el Rb* presente en
D. hansenii.

Ajustando el pH con NaOH, los datos encontrados (Tabla 2.0), no mostraron
cambios importantes en las constantes cinéticas; se observaron velocidades
semejantes y constantes de Michaelis—Menten (Km) practicamente en los

mismos érdenes de magnitud.

pH 6.0 (NaOH)

pH 8.0 (NaOH)

Ensayando a pH 6.0 Ensayando a pH 8.0

Ensayando a pH 6.0 Ensayando a pH 8.0

Km 4.7 Km 7.4

V max 0.15 V max 0.54

Km 3.8 Km 6.0

V max 0.16 V max 0.6

pH 6.0 + 1.0 M NaCl (NaOH)

Ensayando a pH 6.0 Ensayando a pH 8.0

pH 8.0 + 1.0 M NaCl (NaOH)

Ensayando a pH 6.0 Ensayando a pH 8.0

Km 2.0 Km 3.0

V max 0.1 V max 0.4

Km 5.0 Km 4.3

V max 0.2 V max 0.4

Tabla 2.0 Constantes cinéticas para ®Rb* en células incubadas durante 3 horas en medio YPD
y YPD suplementado con 1.0 M de NaCl, ajustando continuamente a pH 6.0 y pH 8.0 con
hidroxido de sodio (NaOH) y ensayando los cursos temporales nuevamente a pH acido y
alcalino para cada una de las 4 variables obtenidas. Vmax, nmoles min” mg™'; Km, mM
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Utilizando KOH como la base para mantener el pH del medio de incubacién, las
constantes cinéticas mostraron los cambios que muestra la Tabla 3.0. La
afinidad (definida a partir de la Km) tanto a pH 6.0 como a pH 8.0 en medio
estandar (ausencia de 1.0 M de NaCl) disminuyd; se obtuvo una Km entre 2 y 4
veces mayor con respecto al control y entre 2 y 8 veces mayor la Km con
respecto al medio suplementado con 1.0 M de NaCl.

pH 6.0 (KOH) pH 8.0 (KOH)
Ensayando apH 6.0 Ensayando a pH 8.0 Ensayando a pH 6.0 Ensayando a pH 8.0
Km 14 Km 9.0 Km 11.5 Km 5.0
V max 0.2 V max 0.3 V max 0.25 V max 0.16
pH 6.0 + 1.0 M NaCl (KOH) pH 8.0 + 1.0 M NaCl (KOH)
Ensayando apH 6.0 Ensayando a pH 8.0 Ensayando a pH 6.0 Ensayando a pH 8.0
Km 1.5 Km 3.0 Km 3.0 Km 4.0
V max 0.1 V max 0.3 V max 0.1 V max 0.2

Tabla 3.0. Constantes cinéticas para %Rb* en células incubadas durante 3 horas en medio YPD
y YPD suplementado con 1.0 M de NaCl ajustando continuamente a pH 6.0 y pH 8.0 con
hidroxido de potasio (KOH) y ensayando los cursos temporales nuevamente a pH acido y
alcalino para cada una de las 4 variables obtenidas. Vmax, nmoles min” mg'1; Km, mM.

Es evidente un cambio en la afinidad al Rb" por D. hansenii entre las
incubaciones hechas con NaOH o con KOH; el sodio acumulado durante la
incubacion con NaOH pudiera estar ejerciendo una menor resistencia al
transporte del Rb™ sin modificar considerablemente la velocidad a la que se
transporta en todas las variables.
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Cinéticas del transporte para **Na*

Utilizando #*Na* se determinaron los parametros cinéticos para el transporte de
sodio en D. hansenii después de incubar durante 3 horas al pH correspondiente

ajustando con KOH.

La Tabla 4.0 muestra las constantes cinéticas obtenidas para el transporte de
Na*. Se puede observar en general una menor afinidad, aunque una alta
velocidad en comparaciéon con el transporte de Rb*. Sin embargo, en las
células incubadas en ausencia de NaCl 1.0 M se encontré una mayor afinidad
por este catién, al incubar y al ensayar a pH 8.0 que a pH 6.0. En el medio
suplementado con 1.0 M de NaCl e incubando a pH 8.0 0 en su ausencia, se

mantuvo practicamente la misma velocidad.

pH 6.0 (KOH) pH 8.0 (KOH)
Ensayando apH 6.0 Ensayando a pH 8.0 Ensayando apH 6.0 Ensayando a pH 8.0
Km 32.0 Km 72.0 Km 13.5 Km 12.0
V max 0.7 V max 2.3 V max 0.5 V max 1.0
pH 6.0 + 1.0 M NaCl (KOH) pH 8.0 + 1.0 M NaCl (KOH)
Ensayando apH 6.0 Ensayando a pH 8.0 Ensayando apH 6.0 Ensayando a pH 8.0
Km 13.6 Km 19.4 Km 28.3 Km 21.2
V max 1.3 V max 1.4 V max 2.0 V max 1.8

Tabla 4.0. Cinética de transporte para *Na* en células incubadas a pH 6.0 y pH 8.0 ajustando
el medio constantemente con potasa 0.267 M en ausencia o presencia de 1.0 M de NaCl, los
ensayos cinéticos se realizaron a pH 6.0 y 8.0. Vmax, nmoles min™'; Km, mM.

Este comportamiento se presenté desde la obtencién de los cultivos y

ensayando bajo las mismas condiciones; es decir, que al incubar a pH
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constante a D. hansenii no se generan mayores cambios en la afinidad por el

Na*, ya que desde un principio se encontré una Km alta para este ion.

Los parametros para las células incubadas utilizando NaOH para ajustar el pH
del medio, no se pudieron determinar, ya que al momento de realizar los
distintos ensayos para el transporte de sodio, los resultados fueron muy
heterogéneos y no se pudo obtener un patrén que nos permitiera determinar

las constantes cinéticas para ?Na* en ninguna condicién utilizada.
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Metabolismo energético

Consumo de glucosa.

El transporte i6nico y el metabolismo energético estan relacionados por la
existencia de transportadores idnicos que dependen de una fuente de energia
para su funcionamiento; esta fuente de energia radica principalmente en la
hidrélisis de ATP, producido en el metabolismo energético.

D. hansenii tiene la capacidad de crecer en medios de cultivo suplementados
con azucares de 6 carbonos (hexosas: glucosa, manosa, galactosa) o 5
carbonos (pentosas: xilosa, arabinosa) (32), utilizando de estas ultimas a la
xilosa como sustrato para la produccion entre otras cosas de xilitol, metabolito
utilizado en la industria de los alimentos y farmacéutica (44). Segun Nobre y
cols en 1999, el transporte de glucosa en la cepa INETI CL18 de D. hansenii
cultivada en glucosa, se da mediante difusion facilitada; ésto lo sustentan entre
otros parametros, con el cambio de pH externo, ya que en el intervalo de pH
3.0 a 7.0, no se ve afectado el crecimiento y de igual manera, dicho transporte
de glucosa es insensible a CCCP. Los experimentos realizados por Nobre y
cols. en 1999 con respecto al consumo de glucosa se hicieron en la cepa CL18
del Instituto Nacional de Ingenieria y Tecnologia Industrial de Portugal, cepa
distinta a la que se utiliz6 en este trabajo (Y-7426), ademas que el cultivo se
realiz6 en medio minimo y aqui fue en medio YPD sin ajustar el pH como

control.

La Figura 13 muestra el consumo de glucosa de las células recién cosechadas
e incubadas durante 15 minutos a pH 6.0 U 8.0. Se observoé un mayor consumo
de glucosa al hacer los ensayos de consumo de glucosa a pH acido que a pH

alcalino.
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Fig. 13.0. Consumo de glucosa en células recién cosechadas y ensayadas a pH 6.0 10 mM
MES-TEA y pH 8.0 10 mM Bicina-Tea. Datos expresados en pumoles de glucosa consumida por
gramo de célula.

El consumo de glucosa disminuyd en las células incubadas durante 3 horas,
manteniendo el pH a 6.0 con NaOH, mientras que en las incubadas a pH 8.0, la
utilizacion de glucosa se mantuvo sin mayor cambio con respecto al control; las
células de D. hansenii en los ensayos a pH 6.0 10 mM MES-TEA y pH 8.0 10
mM Bicina-TEA posteriores a la incubacibn a pH alcalino ajustado
continuamente con NaOH, tienen un consumo de glucosa ligeramente mayor

con respecto al control, Figura 14.0.

Consumo de glucosa en células preincubadas sin sal
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Fig. 14.0. Consumo de glucosa en células preincubadas 3 horas en YPD a pH continuamente
ajustado a 6.0 y 8.0 con NaOH e incubadas luego a pH 6.0, 10 mM MES-TEA o pH 8.0, 10 mM
Bicina-TEA. Datos expresados en pmoles de glucosa consumida por gramo de célula. Barras
verdes, incubadas tres horas a pH 6.0; barras azules, incubadas tres horas a pH 8.0.
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En la Figura 15.0 se observa que al suplementar el medio de preincubaciéon con
1.0 M de NaCl, se produjo un menor consumo de glucosa para D. hansenii en
todas las condiciones de ensayo y de incubacién; sin embargo, cuando se
ensayaron a pH 8.0 las células incubadas a pH 6.0, la disminucién en el
consumo de azucar aumentd; lo mismo ocurrié en las células preincubadas a

pH 6.0 que se ensayaron luego en medio alcalino.

Consumo de glucosa preincubando con 1.0 M de NaCl
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Fig. 15.0. Consumo de glucosa en células incubadas durante 3 horas en medio YPD
suplementado con 1.0 M de NaCl a pH continuamente ajustado a 6.0 y 8.0 con NaOH y
ensayando cada variable a pH 6.0 con 10 mM MES-TEA y pH 8.0 con 10 mM Bicina-TEA.
Datos expresados en umoles de glucosa consumida por gramo de célula.

La glucosa es el principal sustrato catabdlico en estas condiciones utilizadas en
D. hansenii y por consiguiente es de esperarse un metabolismo energético

relacionado estrechamente con los resultados obtenidos hasta ahora.

Produccion de etanol.

D. hansenii, es una levadura facultativa, capaz de llevar a cabo un metabolismo
fermentativo y respiratorio; por eso, bajo las condiciones de pH utilizadas, se
determiné también la produccién de etanol, ademas de que en presencia de sal
se ha visto que esta levadura aumenta la produccién de etanol (7). La Figura
16.0, muestra la produccion de etanol en D. hansenii en células recién
cosechadas (control) y en células incubadas tanto en ausencia de sal en el
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medio estandar (YPD), como en presencia de Na* en el medio de incubacién a
pH (acido y basico) ajustando continuamente con NaOH durante 3 horas. La
fermentacién aumenta al incubar a D. hansenii a un pH determinado; sin

embargo, ésta se mantiene sin mayor cambio entre las distintas variables.

Produccion de Etanol
14 -1
12 1 Na
o 10 1
©°
c
S 81
[ ]
[
T
n 6 1
<
[«]
E 4-
2 -
0 L) L) L)
control pH6 pH 6 pH8 pH 8

Fig. 16.0. Produccién de alcohol a pH 6.0 y 8.0 por D. hansenii incubada en ausencia o
presencia de NaCl 1.0 M. La produccion de etanol se estudié ensayando a pH 6.0 u 8.0 en
presencia de glucosa. Datos expresados en pmoles de etanol producido por gramo de células.

Consumo de oxigeno.

Otro parametro involucrado en el metabolismo energético de una levadura es la
respiracion, que nos puede indicar la capacidad metabdlica de una célula para
la sintesis de ATP mediante la fosforilacion oxidativa en mitocondrias. Por otro
lado, se sabe que el consumo de oxigeno en D. hansenii aumenta en presencia
de sales en el medio de cultivo (49), pero éste no es el caso si se ensaya la
respiracién en presencia de Na* o K¥, ya que disminuye la tasa de respiracion
para ambos iones (30, 46).

Al utilizar etanol como sustrato las células recién cosechadas consumieron 15
n.atm.O/min/mg, ensayando el experimento a pH 6.0 y 8.0; en presencia de
glucosa el consumo de oxigeno disminuye (12 n.atm.O/min/mg). Sin embargo,
al adicionar un protono6foro (CCCP) la respiracidon aumenta en los ensayos a pH
6.0, mostrando un estado desacoplado (Fig. 17.0).
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Fig. 17.0 Consumo de oxigeno en células recién cosechadas, tanto a pH 6.0, como a pH 8.0
en presencia de etanol o glucosa como sustrato. La figura es representativa de tres
experimentos independientes.

En la Figura 18.0 se muestra que utilizando glucosa como sustrato en los
ensayos para determinar el consumo de oxigeno en las células incubadas 3
horas a pH de 6.0 constante mediante el uso de NaOH, y en medio YPD, la
respiracion fue similar con respecto a lo observado en células recién
cosechadas. De igual manera, el cambio de pH acido a pH alcalino en el
ensayo no produjo cambio en la respiracién, aunque si aumenté al subir el pH
en la preincubacién anterior al experimento. Modificando el sustrato de glucosa
a etanol en el experimento, si se presentd mayor consumo de oxigeno en las
células, aunque con respecto al control, la tasa respiratoria se mantiene sin

cambio a los dos valores del pH del ensayo.
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Respiracion de células incubadas sin sal
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Fig. 18.0 Consumo de oxigeno en células preincubadas en medio YPD, tanto a pH 6.0, como
pH 8.0 en presencia de etanol o glucosa como fuente de carbono. La figura representa 3
experimentos independientes.

Incubando las células en YPD suplementado con 1.0 M de NaCl, los cambios
encontrados en la figura 18.0 desaparecen y se homogeneiza el consumo de
oxigeno en todas las condiciones de incubacion y de ensayo utilizadas, aunque
la tasa de respiracion es mayor con respecto al control y a las células
incubadas en medio estandar YPD no suplementado con sal, (Fig. 19)

Respiracion de células incubadas con 1 M NaCl

Dincubadasa pH 6 mincubadasa pH 8
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Fig. 19. Consumo de oxigeno en las células incubadas en medio YPD con 1.0 M de NaCl, la
medida se realizé tanto a pH 6.0, como pH 8.0, en presencia de etanol o glucosa como fuente
de carbono. La figura representa 3 experimentos independientes.
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DISCUSION

La fisiologia de una célula esta asociada al medio en que se encuentra, ya que
de éste se obtienen los sustratos que pueden metabolizarse para mantener el
funcionamiento adecuado del organismo. El modelo de levadura utilizado en
este trabajo, D. hansenii Y-7426, USDA, se ha empleado para estudios de
tolerancia a las sales que involucran al metabolismo y al transporte i6nico de
manera independiente; sin embargo, son escasos los estudios que toman en
cuenta el pH del medio en los procesos metabdlicos y de transporte i6nico en
esta levadura. Esta levadura puede estar presente en la superficie de ciertos
quesos (14, 54), aunque se encuentra con frecuencia en el ambiente marino (7,
34, 37), lo cual le ha permitido desarrollar ciertas adaptaciones fisiolégicas que
la hacen un organismo interesante de estudio, en particular por su tolerancia al
ambiente alcalino (21, 50) y por su halotolerancia (12); considerandola de igual
manera por ciertos como un organismo halofilo (16, 41, 43).

El crecimiento en presencia de NaCl en el medio de cultivo se favorecié, como
ya se habia reportado en otros trabajos (16, 41, 49), mostrando una reduccion
de una hora en el tiempo de duplicacion para las células cultivadas con sal (Fig
5.0).

Al término del cultivo (control) se encontrd una gran acumulacién de K* cuando
no fue suplementado el medio (YPD) con sodio, dato esperado debido a que el
K* es el ion preferido por las células (4). En esta condicién practicamente no
hay acumulacion de sodio (Fig 6.0). La concentracion interna de sodio aumenta
si se agrega 1.0 M de NaCl; sin embargo, se encontré una gran acumulacién
del potasio al término de esta incubacién (Fig 6.0). Esto permite descartar la
actividad de un antiporte catién®/cation* como estrategia para la acumulacién
ibnica de sodio; es decir, la acumulacién i6nica preferente al Na* parece
deberse a su mayor abundancia en el medio (20 mM de K" vs 1.02 M de Na*
en el YPD). Debe senalarse que el medio de cultivo no esta ajustado a un pH
determinado, y durante el cultivo, el pH del medio se va acidificando (datos no
mostrados). Esta acumulacién de iones podria estarse dando por un tipo de
transporte idnico mediado por una fuerza motriz que se produce principalmente
por un potencial eléctrico, derivado de la energia metabdlica (18, 31) a través
de transportadores (18), y que se diferencian principalmente por su capacidad
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de saturacion. Esto permite estudiarlos como enzimas (53). Los procesos
involucrados tanto en la homeostasis idnica para un estado estacionario de K*
y Na* como los sistemas de transporte de estos cationes, son importantes para

la viabilidad de la célula (4) y estan relacionados con el pH del medio.

Partiendo de este punto, se decidié incubar durante 3 horas (tiempo de
duplicacion control) a las células a un pH constante. Consideramos que es el
tiempo adecuado para obtener una aproximacion a los procesos fisioldgicos
presentes en el habitat natural, debido a que en los cultivos el pH del medio
disminuye rapidamente y se sale de los parametros que deseamos determinar
en el transporte y metabolismo energético.

Para determinar el efecto del pH se escogieron dos extremos. El pH durante la
incubacién fue de 6.0 y 8.0, utilizando NaOH 0.26 M para mantener constante
el pH. Lo que se observé fue: a) una mayor cantidad de base para mantener el
pH del medio, cuando éste es mas alcalino, lo cual indica una mayor capacidad
para acidificar el medio; b) en todos los casos, la cantidad de sosa requerida
fue mayor que la de potasa, y c) la cantidad de base requerida fue mayor al
incubar las células en presencia de NaCl 1.0 M.

La acidificacion del medio se debe a dos factores, el bombeo de protones por
una H'ATPasa y la produccion de CO., que luego se hidrata para formar
H-COs, uno u otro, o ambos factores pueden estar aumentados al pH mas
alcalino. En particular, el segundo si debe estar claramente aumentado, dando
lugar a la acumulacion de Na- 6 KHCOgs, resultantes de la reaccién del &cido

carboénico con la base utilizada (ver mas adelante).

En relacién con la acumulacion de los dos cationes, es claro que el aumento
del Na*, al preincubar las células y mantener el pH a 6.0, proviene de la
cantidad no despreciable del NaOH agregado al medio. Esta acumulacién es
luego mucho mayor, con una disminucién del K*, al incubar al pH 8.0, ya que
las cantidades de Na" agregadas con la sosa, son también mucho mayor al pH
8.0. De hecho, si se comparan las concentraciones de Na® 6 K* en el medio
que resultan de mantener el pH a un cierto valor, puede notarse que igualan o
superan en todas las condiciones de preincubacion a los valores de la Km para
el transportador del Na™.
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Finalmente, y en este mismo sentido, es claro que la acumulacion del Na* al
preincubar las células en presencia de NaCl 1.0 M, puede explicarse tan sélo
porque a esa concentracién del cation, no obstante la mayor Km (o menor

afinidad del transportador), su concentracién es mucho mayor que la Km.

Es posible concluir que en experimentos de este tipo sea mas conveniente
mantener el pH del medio con KOH que con NaOH, para evitar los efectos,
sobre la homeostasis idnica de las células.

Ajustando el pH con NaOH (sosa)

Incubacion sin NaCl

pH 6.0 pH 8.0
K" [mM] 1544 +115 114+ 46
Na* [mM] 37542 129.2+ 13

Incubacion con 1.0 M NaCl

pH 6.0 pH 8.0
K* [mM] 52.5+13 51.7+85
Na* [mM] 239+ 8 269 + 10

Ajustando el pH con KOH (potasa)

Incubacion sin NaCl

pH 6.0 pH 8.0
K* [mM] 189 2205 + 20
Na* [mM] 11.4+08 241

Incubacion con 1.0 M NaCl

pH 6.0 pH 8.0
K" [mM] N.D. 91+5
Na* [mM] N.D. 217 +10

Tabla 5.0. Valores obtenidos de la concentracién idnica interna de D. hansenii [mM], después
de incubar por 3 horas a pH continuamente ajustado a 6.0 y 8.0 con hidréxido de sodio 0.26 M

€ hidréxido de potasio 0.267 M. Los datos presentados representan valores de 3 experimentos
independientes para cada una de las condiciones.
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La Tabla 5.0 se presenta como resumen de los datos en que se muestran los

cambios de la composicién i6nica de las células.

Las cinéticas del transporte i6nico de Na* y Rb* en el control, muestran que
entre ambos cationes existe distinta afinidad, siendo el Rb®™ mas afin a
transportarse al interior que el Na*. A pH alcalino el Rb* aumenta su velocidad
de transporte (Fig. 12.0) al igual que el Na*; sin embargo, la mayor afinidad a
pH 8.0 para el Na* se pierde (Fig. 11.0). En las células incubadas con medio
ajustado con NaOH, la cinética de Rb* mantiene una afinidad semejante en las
distintas condiciones, aunque la velocidad aumenta en pH alcalino (tabla 2.0).
El mismo fenédmeno se encontré cuando al medio de incubacién suplementado
con 1.0 M de NaCl se le ajustd el pH con KOH. La cinética de Rb" en las
células incubadas en ambos valores de pH, es de alta afinidad y una misma
velocidad, sin embargo esa afinidad, disminuye en el medio de incubacion
estandar, es decir, sin suplementar con 1.0 M de NaCl (Tabla 3.0).

Por otro lado, las cinéticas de Na" muestran una mas baja afinidad en
comparaciéon con el Rb*, comportamiento observado en S. cerevisiae (2),
aungue la velocidad fue de 2 a 10 veces mayor en las células incubadas con el
medio ajustado con KOH (tabla 4.0). No se pudieron obtener las cinéticas de
transporte a las células incubadas con NaOH, probablemente por las altas
concentraciones de Na® al interior de la célula al final de la incubacién en

presencia de 1.0 M de NaCl.

El metabolismo energético se relaciona con el pH del medio y la homeostasis
ibnica, principalmente mediante: a) la H*-ATPasa de la membrana plasmatica
(con el consecuente consumo de ATP); b) la entrada de cationes monovalentes
mediante un uniportador; c) una ATPasa presente en D. hansenii que bombea
Na* al exterior, y d) antiportadores catién/H" (que intercambian protones por
cationes). Por tal motivo se decidié estudiar el metabolismo energético como un
indicador de la fisiologia en D. hansenii. Reportes previos catalogan a D.
hansenii como una levadura Crabtree positiva, es decir, que fermenta en
presencia de oxigeno; sin embargo, esa capacidad es muy pobre por la baja
actividad de la fosfofructocinasa, enzima reguladora de la via glucolitica en D.
hansenii (47). Otros estudios del metabolismo energético en esta levadura y

que fueron realizados por nuestro grupo de trabajo (ensayando a pH 6.0),
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sefialan un aumento en la capacidad respiratoria y fermentativa en células
crecidas en presencia de sal (7, 46). Los resultados que aqui se presentan,
estan de acuerdo con esos datos para la respiracidén; sin embargo, no lo
confirman para los datos de la fermentacién ya que aunque si hay un aumento
en la capacidad fermentativa en las células incubadas con respecto al control.
Ese aumento en la produccion de alcohol podria estarse dando por el efecto de
la anaerobiosis presente durante la incubacion en el pHstat, dato también
encontrado en el 2006 por nuestro grupo de trabajo (47). El aumento del pH,
tanto en los ensayos como en la incubaciéon no gener6 mayor cambio en la
capacidad metabdlica aqui estudiada, aunque si lo reflejé en el consumo de
glucosa. El consumo de glucosa a pH 8.0 fue menor en comparacién a pH 6.0
(Fig 13.0); sin embargo, la adicién de 1.0 M de NaCl provoc6 una disminucién
en ese consumo de glucosa a pH 6.0 manteniéndose practicamente igual que a
pH 8.0 (Fig 15.0). Una posible explicacién a este fenémeno podria darse
tomando en cuenta los datos de acumulacion de iones (Fig 8.0), ya que para el
Na® se observa una captacion muy alta, que podria favorecer la sintesis y
acumulacién de osmolitos (17, 35), evitando asi el consumo de glucosa. Esa
ligera tendencia a acumular mas sodio a pH 8.0 podria influir en el bajo

consumo de glucosa en ambiente alcalino.

Hay que tomar en cuenta también que uno de los productos de la respiraciéon y
la fermentacion es el CO., y que al hidratarse en el medio forma acido
carbdnico, que durante la incubacidén genera una disminucion del pH que debe
ser neutralizada por el pH-stat adicionando la solucién alcalina para mantener
el pH del medio, por lo que los mEq de base utilizados no neutralizaron
solamente los protones bombeados al medio. Por otro lado, debido a que en
los experimentos del metabolismo energético, los ensayos realizados a pH 8.0
no fueron mas eficientes en comparacion con los ensayos a pH 6.0, la mayor
parte de los mEq de base utilizados a pH 8.0 (se necesité mas solucion alcalina
a pH 80 que a pH 6.0 para neutralizar el medio, Tabla 1); fueron
probablemente para neutralizar los H* liberados al medio por la accién del
antiporte Na*/H" KHA1 (8) y no el acido carbénico formado por la liberacién de
CO,, para eso se tendra que hacer ensayo de bombeo de protones.
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CONCLUSIONES

El tiempo de duplicacion en D. hansenii disminuye al suplementar el
medio de cultivo con NaCl 1.0 M.

A pH 8.0 disminuye la afinidad del transporte y permiten una alta

acumulacion tanto de Na* como de K*.

El Rb™ como analogo al K*, se transporta con mayor afinidad que el Na*

al interior de las células.

El consumo de glucosa en D. hansenii, contrario a lo esperado, se
favorece a pH 6.0.

El metabolismo energético no varia ante los cambios de pH en esta

levadura.

El sodio aumenta la capacidad respiratoria; no asi la fermentacion, estos

datos se relacionan con el consumo de glucosa.
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PERSPECTIVAS

Determinar el pH interno durante la incubacion y posterior a la
incubacién, junto con ensayos de bombeo de protones.

Determinar la concentraciéon de ATP celular ante los cambios del pH del

medio.
Realizar ensayos de competitividad en transporte i6nico con Na* y Rb™.

Cuantificar la cantidad de transcrito y la actividad de la ATPasa-ENA en
las células provenientes de las incubaciones a pH 6.0 y 8.0, para definir
su papel en la acumulacién de grandes cantidades de Na™.

Medir la posible acumulaciéon de polisacaridos que puedan explicar los

cambios del consumo de glucosa.

Determinar la concentracibn de CO., producido en las distintas
incubaciones para diferenciar del acido neutralizado por las soluciones
alcalinas, cual proviene de los H" liberados por la célula al medio y cual

del acido carbénico proveniente del CO, del metabolismo.

Medir la sintesis de osmolitos a distintos pH del medio.
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ANEXO

Homologias de la cepa utilizada.

Departamento de Agricultura de E. U. (USDA), Peoria IL: Y-7426
American Type Culture Collection: ATCC 36239

Centraalbureau voor Schimmelcultures: CBS-767

Institute for Fermentation, Osaka: IFO-0083

National Collection of Yeast Cultures, U.K.: NCYC (no se encontré registro)

Medios de cultivo

- YPGal — NaCl 1.0 M sélido

2% de Agar.

2% de Galactosa.

2% de Bacto-Peptona.

1% de Extracto de levadura.

Cloruro de Sodio (NaCl) 1.0 M.

- YPD — NaCl 1.0 M sélido

2% de Agar.

2% de Glucosa.

2% de Bacto-Peptona.

1% de Extracto de levadura.

Cloruro de Sodio (NaCl) 1.0 M.



- YPD Liquido

2% de Glucosa
2% de Bacto-Peptona.

1% de Extracto de levadura.

- YPD — NaCl 1.0 M Liquido

2% de Glucosa
2% de Bacto-Peptona.
1% de Extracto de levadura.

Cloruro de sodio (NaCl) 1.0 M.

Liquido de centelleo

- Para 9.0 litros de liquido de centelleo.

Triton X100 = 2,313 ml
Etilenglicol = 313 ml
Etanol = 954 ml

Xileno = 5,400 ml

2,5-Difeniloxazol (PPO) = 24 gramos.
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