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EFECTOS DEL Mg®* EN LA HOMEOSTASIS IONICA Y METABOLISMO DE
Debaryomyces hansenii.

RESUMEN

Debaryomyces hansenii es una levadura que resiste condiciones extremas de
salinidad y alcalinidad; estas condiciones hacen interesante su estudio
fisiologico. Aislada de un ambiente marino, mi interés consistio en observar sus
capacidades con respecto a su crecimiento, consumo de oxigeno, produccién
de etanol, acumulacién de iones y actividades enzimaticas bajo condiciones

semejantes a las marinas, en particular del Mg®*, Na* y K* en el cultivo.

En presencia del Mg®* junto con el Na* o K* se observa un crecimiento mas
acelerado a diferencia de los cultivos que no presentan Mg”.

El Mg?* se mantiene a una concentracion relativamente constante en el interior
de las células de los distintos cultivos, a diferencia de los otros iones, que
mostraron un aumento del i6n monovalente predominante (Na* 6 K') en el
medio.

Se observé una mayor respiracion tanto a pH acido como a pH alcalino (6 y 8)
en las levaduras que se cultivaron con Na* o K*, a si mismo se encontrdé un
aumento en el consumo de oxigeno pero en menor grado en las cultivadas con
Mg?* en conjunto con otro ion. No se observaron diferencias en las células
cultivadas con Mg®* a los dos valores de pH.

Al cultivar las levaduras en los distintos medios se observaron cambios en las
actividades de algunas enzimas de la glucdlisis, de las cuales las mas
importantes son la alcohol deshidrogenasa, ultima reaccion de la via, y la
fosfofructocinasa, que desempefia un importante papel regulador en este

camino metabdlico.



8.

9.

Abreviaturas

. ADH= Alcohol deshidrogenasa.

ALD= Fructosa-1,6- bifosfato aldolasa.

ATP= Adenosin 5'-trifosfato.

BICINA= N,N-Bis (2-hidroxietil) glicina.

EDTA= Acido etilendiamina tretraacético.

G3PDH-= Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

G6PDH= Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

HEPES= (acido N-[2-hidroxietil] piperazina N’-[2-etanosulfénico]).

HK= Hexocinasa.

10.1TP= Inosin 5’-trifosfato.

11.MES= (Acido 2-[N-morfolino] etanosulfénico).

12.MOPS= (acido 3-[N- morfolina] propanosulfénico).

13.NADH-= B-nicotinamida adenina dinucleétido forma reducida.

14.NADP= B-nicotinamida adenina dinucledétido fosfato.

15.PDC= Piruvato descarboxilasa.

16. PFK= Fosfofructocinasa.

17.TEA= Trietanolamina hidroclorida.

18. Tris= Tris(hidroximetil) aminometano.



INTRODUCCION

Hasta la fecha el planeta Tierra, es el unico sitio en el que se conocen
organismos vivos, los cuales al paso del tiempo han evolucionado. Segun
Margulis (1992), estos organismos estan distribuidos en cinco grandes reinos.
Todos los organismos vivos tienen caracteristicas especificas en cuanto a su
modo de vida, esto les da la capacidad de poderse encontrar en todos los tipos
de habitat de la Tierra, como las zonas boscosas, selvaticas, desérticas y
marinas por mencionar algunos. Todos estos seres vivos se han adecuado
precisamente a las zonas en que se encuentran; en cuanto a los organismos
marinos, deben tener la capacidad de realizar todo su desarrollo en este
ecosistema donde existen caracteristicas particulares, como los cambios de
temperatura y la presencia de un sinnumero de compuestos iénicos como el
sodio a una concentracion que va de 0.5 M hasta 0.6 M, el magnesio de 55 mM
hasta 58 mM, el calcio en 40 mM y el potasio a 10 mM, estos iones en conjunto

con otros mas, se mantienen al 3.5% en el agua de mar.

Los principales iones del agua del mar, expresados en porcentaje total. (ii).

ANIONES CATIONES
Cloruro (CI") 55.29 | Sodio (Na*) 30.75
Sulfato (SO4%) 7.75 | Magnesio (Mg*") 3.70
Bicarbonato (HCO3) 0.41 | Calcio (Ca") 1.18
Bromuro (Br’) 0.19 | Potasio (K") 1.14
Flaor (F) .0037 | Estroncio (Sr*) 0.022

Molécula no disociada: Acido bérico (HsBO3) 0.076.

El océano cubre aproximadamente el 71% de la superficie terrestre y contiene

la mayoria de los elementos quimicos que ocupa la naturaleza tanto en altas



como en bajas concentraciones; el pH puede variar entre un rango de 7.8 hasta
8.3 y presentar una temperatura desde los 30°C hasta los 5°C y -2°C por abajo
de los 100 m de profundidad (Atlas, 1988).

Una de las principales caracteristicas de los organismos marinos consiste en
mantener sus funciones metabdlicas adecuadas a estas condiciones de vida.
Dentro de estos organismos que habitan en el agua de mar, se pueden
encontrar a los llamados haldfilos, que presentan concentraciones internas
elevadas del ion potasio (K*), y sus enzimas presentan mayor tolerancia a las
sales que las de otros organismos no tolerantes. De hecho, en muchos casos
requieren de altas concentraciones de sal para poder ejercer sus actividades

enzimaticas adecuadamente (Atlas, 1988).

De los organismos que se encuentran en el agua de mar, podemos observar
del reino animal a ciertos mamiferos, peces y distintos microorganismos, del
reino Fungi existen géneros como Pichia, Saccharomyces, Rhodosporidium,
Kluyveromyces, Debaryomyces, Yarrowia y Candida, entre otros (Norkrans,

1966; Sieburth, 1979; Gadanho et al., 2003; Butinar et al., 2005).

El reino Fungi comprende todas las formas biolégicas de los hongos, tanto
macroscopicos como microscopicos; entre estos ultimos se encuentran las
levaduras; éstas son el tipo de hongos que predomina en el océano (Fell, 1968,
y Bahnweg y Sparrow, 1971 en Sieburth, 1979); se presentan en mayor
densidad poblacional en zonas cercanas a la costa y a una baja profundidad

(Gadanho, 2003).



Debaryomyces hansenii.

Figura 1. Microfotografia 6ptica de Debaryomyces hansenii (40x)

Las levaduras son organismos unicelulares; pueden presentar tanto
reproduccion sexual como asexual; su utilizacion para la fabricacion del pan
data de hace 5,000 afos; posteriormente se les utilizd para la produccion de
bebidas alcohdlicas, sin conocer el proceso por el cual se llevaba a cabo, hasta
que Robert Schwann a principios del s. XIX describid el proceso que tiempo

mas tarde Pasteur reafirmé con los extractos de levadura.

Entre los hongos encontrados en las aguas marinas, Debaryomyces es de los
géneros que se presentan en mayor proporcion, con la especie Debaryomyces
hansenii, del grupo de los ascomicetos. Las especies de Debaryomyces
pueden crecer en medios con altas concentraciones de azucares, como

pentosas y hexosas, teniendo un mejor desarrollo con la glucosa (hexosa)



(Nobre et al.,, 1999), ya que en presencia de esta fuente de carbono en el
medio de cultivo, es mayor su capacidad de respirar y fermentar. Estas
capacidades aumentan aun mas en presencia del ion potasio, el cual activa a
algunas enzimas glucoliticas (Neves et al., 1997). Distingue a D. hansenii su
capacidad para tolerar el NaCl, principal cation del agua del mar. (Thomé-Ortiz
et al., 1998). Otros autores sostienen que D. hansenii es incapaz de fermentar;

es decir, que se trata de una levadura aerodbica estricta (Veiga et al., 2003).

D. hansenii se ha aislado de ambientes con altas concentraciones salinas como
el agua de mar, pero se sabe que ademas de ese habitat, también puede
crecer en algunos alimentos salados como la superficie de diversos quesos o
embutidos, donde puede satisfacer su consumo de oxigeno (Norkrans, 1966;
Kreger-van Rij, 1987; Leclercq-Perlat et al., 1999; Ferreira y Viljoen, 2003;

Gadanho et al., 2003; Butinar et al., 2005; Ochoa y Barragan, 2006).

Su clasificacion taxonomica es la siguiente:

Clase: Hemiascomicetos
Orden: Saccharomicetales

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

D. hansenii, como ya se menciond, es una levadura que se encuentra presente
constitutivamente en aguas marinas como parte de la poblacion microbiana,
por lo que ahora se le considera como organismo marino (Ochoa y Barragan,

2006). Ademas de tener la capacidad de crecer en condiciones caracteristicas



del océano, como el pH alto, alta concentracion de sales y bajas temperaturas.
D. hansenii se le considera dentro del grupo de los mesofilicos en la
clasificacion térmica, ya que los limites de temperatura para su supervivencia
varian entre los 0°C y los 48°C, a diferencia de los psicrofilicos que van de los
0°C a 20°C exclusivamente, y los termofilicos que van de los 20°C a los 50°C
(Watson, 1987). Esta levadura presenta la mitad del tamafio en comparacion
con Saccharomyces cerevisiae, el principal modelo de estudio de las levaduras
(Gonzalez-Hernandez et al., 2006).

En la actualidad se mantiene la disyuntiva en la clasificacion de D. hansenii con
respecto a su capacidad de tolerancia salina; algunos autores en vez de
considerarla halotolerante, la consideran como haldéfila en ambientes naturales,
donde por la concentracion de K™ suele ser menor que la de Na™ (Prista et al.,
1997; Gonzalez-Hernandez et al., 2004), pero ademas tiene la capacidad de
acumular iones de sodio en su interior. En algunas condiciones, el sodio
favorece el crecimiento de D. hansenii, y en presencia de otros factores de
estrés como temperaturas elevadas y/o pH bajo o alto, le otorga un efecto
protector, ademas, a diferencia de S. cerevisiae, el sodio no produce efectos

toxicos en D. hansenii (Prista, et al., 1997; Almagro et al., 2000).

De los organismos tolerantes al sodio, se encuentran los sodio-excluyentes que
mantienen una concentracion interna baja de sodio, y los sodio-incluyentes
como las halobacterias que requieren altas concentraciones de sodio para
efectuar de forma normal sus actividades enzimaticas (Rengpipat et al., 1988).
A su vez, sobre la base de su tolerancia a la sal, los organismos haléfilos se

pueden clasificar en:



- Haldfilos ligeros: 0.2 — 0.85 M (2% — 5%)
- Haldfilos moderados: 0.85 — 3.4 M (5% — 20%)

- Haldfilos extremos: 3.4 — 5.1 M (20% — 30%)

Los organismos no haldfilos y los halotolerantes crecen so6lo en condiciones
ambientales que no sobrepasen 0.2 M de sal, teniendo como principal
diferencia que los halotolerantes pueden o no estar presentes en un medio con
presencia de sales (Rengpipat et al., 1988, Gonzalez-Hernandez y Pefia,

2002).

El magnesio

El agua del mar contiene una gran variedad de sales a distintas
concentraciones, siendo importante el Mg®*, con una concentracién alrededor

de 55 mM (Maguire y Cowan, 2002,).

El inglés Joseph Black, reconocié al magnesio (Mg) como un elemento quimico
en 1755, su numero atdbmico es 12; es el octavo elemento en abundancia;
constituye el 2% de la corteza terrestre y es el tercer ibn mas abundante en el
agua del mar. El nombre surge de Magnesia, un distrito de Volos, en el area de
Tesalia en el noreste de Grecia (Maguire y Cowan, 2002). Dentro de sus usos
antropocéntricos se emplea primordialmente como elemento de aleacion para

la fabricacion de armas y accesorios automovilisticos.



El Mg?* es el cation divalente mas abundante en la célula (Liu et al., 2002),
puede llegar hasta 30 mM en bacterias como Escherichia coli. Dentro de sus
funciones estan ayudar a mantener la estructura de los acidos nucleicos
(Romani y Scarpa, 1992), mantener una regulacién en la operacion de canales
y receptores; se necesita en el crecimiento celular y para el control del ciclo
celular entre otras cosas; en las plantas esta asociado principalmente a la
clorofila (Nelson y Cox, 2000; Stryer et al.,, 2003). Un consumo bajo de
magnesio en ratas jovenes puede producir distintos sintomas, como retardo en
el crecimiento e irritabilidad (Grubbs R. D., 2002). EI magnesio libre en
bacterias es de 0.3 mM, y en las células de mamifero o en eucariontes en
general se presenta en un margen de 0.25 — 1 mM (Beeler et al., 1997; Maguire

y Cowan, 2002; Grubbs R. D., 2002).

El objetivo de este trabajo consistié en investigar la influencia del Mg?* en las
funciones celulares como el crecimiento, la acumulacién de iones, el consumo

de oxigeno y metabolismo en D. hansenii.



JUSTIFICACION

Desde la década de los afios sesenta se iniciaron diversos estudios sobre el
metabolismo de la levadura D. hansenii, su respiracion y su capacidad
fermentativa en concentraciones de sales cercanas a las marinas. Los
resultados indicaron que es capaz de mantener una misma actividad
fermentativa y respiratoria hasta concentraciones relativamente elevadas de
NaCl en el medio, asi como que acumula y no excluye al i6on sodio de su
interior (Norkrans 1968; Neves et al., 1997; Thomé-Ortiz et al.,, 1998;

Gonzalez-Hernandez et al., 2004).

Estos estudios fueron los primeros indicadores de que D. hansenii puede servir
como modelo para estudiar los mecanismos de la adaptacion halofilica, que
involucran diversas variables, y nos pueden permitir conocer las relaciones de

D. hansenii con su ambiente natural.



OBJETIVOS

Objetivo general.

- Definir los cambios i6nicos en Debaryomyces hansenii y sus posibles
cambios metabdlicos en presencia de las concentraciones de MgCl;

presentes en el agua del mar.

Objetivos particulares.

- Definir las caracteristicas del crecimiento de D. hansenii en presencia de
los iones monovalentes sodio y potasio y del idn divalente magnesio.

- Cuantificar las concentraciones internas de cada uno de los iones
mencionados en el anterior objetivo.

- Medir la capacidad respiratoria de las levaduras cultivadas en presencia
de diferentes concentraciones de MgCl..

- Medir las actividades enzimaticas de la via glucolitica.

- Cuantificar la capacidad de fermentacion en cada una de las distintas

condiciones de crecimiento utilizadas.



METODOLOGIA

Se utilizé para todos los ensayos la cepa Y7426 de D. hansenii, donada por el

departamento de agricultura, Peoria, IL. E.U.A.

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

NaCl 1 M como stock.

2% de Agar.

e 2% de Galactosa.

¢ 1% de Bacto-Peptona.

e 1% de Extracto de levadura.

e Cloruro de Sodio (NaCl) 1 M.

Del stock anterior se resiembra una asada de levaduras en placas de medio
similar al anterior, pero con glucosa como fuente de carbono (YPD).

e 2% de Agar.

¢ 2% de Glucosa.

¢ 1% de Bacto-Peptona.

e 1% de Extracto de levadura.

Posteriormente se hicieron precultivos de 24 horas (para obtener cultivos
uniformes), colocando una pequefa asada de levadura en 100 ml de distintos
medios de cultivo liquido a los que se les agregaron distintas combinaciones de

cloruro de magnesio, cloruro de sodio y cloruro de potasio.



El crecimiento de los preindculos se llevdé a cabo en matraces Erlenmeyer,
dentro de un cuarto a temperatura constante de 30°C con una agitacién de 250

rom en un agitador giratorio G10 New Brunswick Scientific.

Las distintas condiciones fueron las siguientes:

YPD (control) | Mg
1 2

2% de Glucosa e YPD

1% de Bacto-Peptona e 54 mM de MgCl,

e 1% de Extracto de levadura

NaMg KMg
3 4
e YPD e YPD
e 54 mM de MgCl, e 54 mM de MgCl,
e 0.6 Mde NaCl e 0.6 Mde KCI
Na K
5 6
e YPD e YPD
e 0.6 M NaCl e 0.6 MKCI

*

Esta concentracion de potasio se utilizd haciendo referencia a la
concentracion del otro idn monovalente empleado.

Nota: Todos los medios de cultivo, tanto sélidos como liquidos fueron
esterilizados en una autoclave Hirayama por 15 min a 121°C (1.5 kg/cm?) de
presion.

Posteriormente, el preindculo de 24 hrs se resembré en 500 ml y se continud

incubando durante 36 horas para cada una de las distintas condiciones.




Las levaduras se cosecharon por centrifugacién con dos lavados de agua

desionizada, resuspendiéndolas finalmente a 500 mg/ml (50%).

Crecimiento celular.

Se prepararon precultivos de 100 ml en matraces para cada una de las
condiciones; de estos ultimos se colocé en otro matraz un in6culo en la
cantidad necesaria de células para obtener de una alicuota diluida 1:10 una
absorbencia inicial de 0.02 unidades de densidad optica (D.O) a 600 nm,
medida en un espectrofétometro Beckman DU 650. Se tomaron luego lecturas
cada dos horas, de alicuotas obtenidas frente al mechero para evitar la
contaminacién. A las 12 horas, del precultivo se colocé nuevamente en otro
matraz un indculo que permanecio toda la noche junto al primer cultivo, al
iniciar el dia se continudé con las lecturas cada 2 horas hasta completar 36

horas en conjunto.

Concentracion interna de Na*, K*y Mg®*.

En un fotdmetro de flama Carl Zeiss PF5 calibrado en su escala de lectura a 0
con agua desionizada y a 100 con 1 mM de NaCl, KCl o 10 mM de MgCl,
segun el i6n a cuantificar, se determind la concentracién interna con los
sobrenadantes obtenidos al extraer en 5 ml de agua 250 mg de células en un
bafno maria hirviendo durante 15 min. Las células fueron cosechadas como
anteriormente se indicé de cada una de las condiciones utilizadas. La
concentracion interna de los distintos iones se calculdé tomando en cuenta que

D. hansenii contiene en su interior 40% de agua.



Respiracion.

El consumo de oxigeno se midi6 en una camara a temperatura constante
(30°C) con un electrodo tipo Clark, utilizando 50 mg de células de cada una de
las condiciones utilizadas. Los ensayos se realizaron a pH 6.0 utilizando como
amortiguador MES — TEA 10 mM 6 bicina — TEA como amortiguador a pH 8.0,
agregando glucosa 50 mM o etanol 78 mM por separado como sustrato dando

un volumen final de 5 ml.

Preparacion de los extractos celulares.

Las levaduras se cosecharon por el método descrito anteriormente, sélo que se
resuspendieron en buffer MOPS 10 mM al 50% a pH 7.0. Se colocaron en la
camara pequena de un “bead beater’” con perlas de vidrio con 0.5 mm de
didametro, utilizando 5 periodos de ruptura de 25 segundos cada uno, dejando 1
minuto entre uno y otro. Se centrifugd el homogenizado en una centrifuga
Sorvall a 6000 rpm durante 10 minutos, se cuantifico la proteina por el método
de biuret, y cada muestra se dividié en alicuotas de 1 ml para guardarlas a -

70°C en un ultracongelador Revco.

Actividades Enzimaticas.
La actividad de las distintas enzimas, se determiné bajo las condiciones de
reaccion mencionadas en cada una de ellas.
Glucosa-6-fosfato Deshidrogenasa: (modificado de Martinez-Mufioz y Penfa,
2005)

- 20 mM Hepes-TEApH 7.4

- 3 mM Glucosa-6-fosfato.



- 0.13 mM NADP.

Hexocinasa: (Bergmeyer et al., 1985)

40 mM TEApH 7.6

- 222 mM Glucosa diluida en el buffer.

- 8 mM MgCls.

- 0.91 mM NADP" (sal de Na).

- 0.55 U/ml Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

- 0.64 mM ATP (sal de Na).

Fosfofructocinasa (Sanchez et al., 2006)

56 mM Tris-HCI pH 7.6

5 mM MgSOs,.
- 10 mM (NH4)2 SO4.
- 5.6 mM B-mercaptoetanol.
- 2.47 mM Fructosa-6-fosfato.
- 1.67mMITP.
- 0.44 mM NADH.
- Mezcla de enzimas (100 pl) en 1 ml 50 mM Tris-HCI pH 7.6 con 5 mg/ml
BSA:
e 50 U de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (glicerofosfato
deshidrogenasa).
e 300 U triosafosfato isomerasa.

e 29.4 U Aldolasa.



Aldolasa: (modificado de Sanchez et al., 2006)
- 80 mM Tris pH 8
- 2.35 mM Fructosa-1,6-bifosfato.
- 0.536 mM NADH.
- 11.2 U/ml de glicerofosfato deshidrogenasa.

- 119.4 U/ml de triosa fosfato isomerasa.

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa: (modificado de Bergmeyer et al.,
1983 a)

- 825mMTEAPpPH7.6

- 1.1 mM ATP.

- 0.9 mM EDTA.

- 1.7 mM MgSOs..

- 5 mM Cisteina.

- 0.4 mM NADH.

- 14.8 U/ml de fosfoglicerato cinasa.

- 3.25 mg/ml de acido 3-fosfoglicérico (sal de Na).

Piruvato descarboxilasa: (breve modificacion de Bergmeyer H. U., et al., 1983
b)

- 20 mM Hepes-TEApH 7.5

- 5 mM piruvato.

- 0.33 mM NADH.

- 22.5 U/ml Alcohol deshidrogenasa.



Alcohol deshidrogenasa: (Sanchez N. S., et al. 2006)
- 20 mM Hepes-TEApH 7.5
- 1.67 mM NADH.

- 1.13 mM Acetaldehido.

Los ensayos enzimaticos se llevaron a cabo con 0.5 mg de proteina de cada
extracto celular, a 30°C, en celdas de vidrio con 1 cm de separacion entre las
paredes, en un espectrofotometro Aminco DW-2a UV/Vis (doble rayo)
actualizado por Olis. La actividad enzimatica se determind con base en el

coeficiente de extincion del NADH o NADPH a 340nm en luz visible.

Produccion de etanol.

Se incubaron las células durante 15 minutos en un bafio a 30°C: 333 mg de
células con 20 mM de glucosa, 200 uM de cianuro para inhibir la cadena
transportadora de electrones, y 25 uyM de octilgalato para inhibir la oxidasa
alterna.

La determinacion de alcohol se realizd6 mediante la reaccion de la enzima
alcohol deshidrogenasa en el espectrofotometro de doble rayo mencionado

anteriormente.



RESULTADOS

Crecimiento celular.

En todos los casos, como se puede observar en la figura 2, las levaduras
alcanzaron la fase estacionaria, aproximadamente después de 24 horas de
cultivo. Se muestran diferencias en la densidad oOptica dependiendo de las

condiciones de cultivo utilizadas.

Crecimiento celular

D.O. 600nm

Tiempo Hrs.

Figura 2. Crecimiento de las células en presencia o ausencia de Mg®*, Na* 6
K®. La curva se siguio hasta las 36 h, en que alcanzo la fase estacionaria.

De las distintas condiciones de cultivo utilizadas en el trabajo, el mayor
crecimiento fue en KMg. Las levaduras en NaMg presentaron un crecimiento
acelerado pero menor que las levaduras crecidas en KMg. La densidad éptica
disminuy6 en ausencia del idbn monovalente (potasio o sodio), produciendo un

efecto menos acelerado en su crecimiento como se puede observar tanto en



Mg como en YPD. Por ultimo las células cultivadas con potasio y sodio en
ausencia del magnesio, fueron las que presentaron un crecimiento mas lento,

figura 2.

Acumulacién de los distintos iones.
Como se muestra en la Figura 3, la concentracién interna del Mg* mostrd
cambios leves en las distintas condiciones de cultivo, en todas ellas, se

mantiene una concentracion promedio de 24 mM.
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Figura 3. Concentracién de los iones acumulados por las células en las
distintas condiciones de cultivo. Los valores se obtuvieron de acuerdo con los
procedimientos ya descritos en la Metodologia.

Las concentraciones de Mg?* aumentaron ligeramente en las células cultivadas
so6lo en presencia de este ion. En cuanto a los cationes monovalentes, la
diferencia mas grande se encontré con respecto a nuestros controles ya que en
los cultivos Na y K, se incrementé de manera considerable su concentracion al
interior de la célula. Estas concentraciones internas de los iones monovalentes
son semejantes a las encontradas anteriormente por Gonzalez-Hernandez et

al., (2004). Por lo que se refiere a los efectos del Mg?*, sin duda lo méas notable



fue que en las células crecidas en presencia de este cation y uno u otro de los
monovalentes, Na* 6 K, la acumulacion de cada uno, para cada caso, fue
menor; es decir, las células cultivadas en NaMg contenian menos Na* (88 mM)
que las cultivadas en presencia de solo NaCl (151 mM), y las cultivadas en
KMg contenian menos K* (167 mM) que las cultivadas en presencia de solo

KCI (247 mM).

Consumo de oxigeno.

Como ya se mencion6 en la metodologia, el consumo de oxigeno se midi6 a
dos distintos valores de pH del medio, y para cada una de las distintas
condiciones de cultivo, utilizando glucosa y etanol como fuente de carbono
(Figuras 4 y 5). La célula no realiza de la misma forma su metabolismo en
ausencia de sustratos o en presencia de ellos; por ello se midié la respiracién
sin sustrato para establecer la comparacion en ausencia y presencia de
sustratos. Con etanol como fuente de carbono, no ocurre la fermentacién
alcohdlica, y el metabolismo es esencialmente aerdobico. Ambos sustratos
aumentaron el consumo de oxigeno, pero en todas las condiciones de
crecimiento se observo un consumo de oxigeno ligeramente mayor con etanol
como sustrato que con glucosa. En la Fig. 4 se presentan los datos al medir la
respiracion a pH 6.0 en el medio. Como para la acumulacion de iones,
nuevamente, y en particular para las células crecidas en NaCl, la velocidad
respiratoria fue mayor en las que no tenian Mg (Na), que en las que si (NaMg).
En menor grado, y poco significativo, lo mismo se observé para las crecidas en

presencia de KCI, con o sin Mg.



Consumo de Oxigeno (pH 6)
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Figura 4. Respiracion de las células a pH 6.0. Las células se cultivaron en las
distintas condiciones sefialadas en la metodologia, tomando en cuenta que
Debaryomyces hansenii mantiene un 40% de agua al interior de la célula.



Al medir la respiracion en un medio a pH 8.0 (Figura 5), los resultados
generales fueron semejantes, excepto que, al comparar las células cultivadas
en NaCl (Na) con las cultivadas en conjunto con MgCl, (NaMg), la diferencia
observada a pH de 6.0 diminuyd, pero persistid la misma tendencia en las
crecidas en KCI (K), en comparacién con las crecidas en KCI mas MgCl,
(KMg), en el sentido de una ligeramente y no significativamente menor

respiracion en las células crecidas en presencia del ibn magnesio.

Consumo de Oxigeno (pH 8)
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Figura 5. Respiracién de las levaduras crecidas en las distintas condiciones,
sin, o con glucosa o etanol como sustratos.



Actividades enzimaticas.

Se midieron las actividades enzimaticas como una aproximacion al
conocimiento de las capacidades intrinsecas de las células cultivadas en las
distintas condiciones para llevar a cabo sus funciones metabdlicas. Habiendo
encontrado cambios importantes en la actividad respiratoria, se decidio estudiar
principalmente algunas de las enzimas implicadas en el metabolismo de la

glucosa, principal sustrato de las células, y en particular la fermentacién.

Anadlisis estadistico de las actividades enzimaticas y la produccion de
etanol.

Se realiz6é un analisis de varianza con ayuda del programa Winks, el cual, nos
mostré un comportamiento normal en todas las actividades enzimaticas (p<
0.001) con excepcidén de la produccion de etanol (p= 0.0527). Posterior al
analisis se llevdo a cabo la prueba de Newman-Keuls para determinar la
diferencia entre grupos con respecto a YPD, Mg, NaMg, KMg, Nay K vs YPD

y Mg con una confianza al 95%.

En todos los casos, la simbologia es la siguiente:
(*) = Hay diferencia significativa

(-) = No hay diferencia significativa



Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

La actividad enzimatica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Figura 6)
mostroé un leve aumento en las células cultivadas en presencia de MgCl,, pero
también al crecerlas en presencia de NaCl 6 KCI. Sin embargo, las diferencias

no son significativas a excepcién de las crecidas en KCI.

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
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Figura 6. Actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en extractos de las
células crecidas en las distintas condiciones. La preparacion de los extractos
celulares y el procedimiento de medida se presentan en Metodologias.

Analisis estadistico, G6FDH.
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YPD * * * * *




Hexocinasa

También la actividad de la hexocinasa (Figura 7) se encontré aumentada
ligeramente en todas las células crecidas en presencia de cualquiera de los
iones o sus distintas combinaciones. Se observan diferencias significativas
entre las distintas condiciones con respecto al control. EI mayor aumento llegé
hasta los 860 nmoles/min/mg de proteina en K contra 528 nmoles/min/mg de

proteina en las células crecidas en YPD.
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Figura 7. Actividad de la hexocinasa en extractos de las levaduras crecidas en
medio YPD, con o sin la adicion de MgCl,, en ausencia o presencia de NaCl 6
KCI.

Analisis estadistico, HK.
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Fosfofructocinasa

La actividad de esta enzima (Figura 8) en las células crecidas en YPD se
encontré baja, tal y como lo reportaron Sanchez et al. (2006), pero es
interesante sefalar que es todavia menor en las células crecidas en YPD solo
con la adicion de MgCl,. Es también interesante que sin embargo, esta
disminucién parece contrarrestada por la adicion de KCI 6 NaCl, ya sea en

presencia o en ausencia de Mg®* en el medio de cultivo.
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Figura 8. Actividad de la fosfofructocinasa en extractos de las levaduras
crecidas en medio YPD, con o sin la adicion de MgCl,, en ausencia o presencia
de NaCl 6 KCI.

Analisis estadistico, PFK.
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Aldolasa

La actividad de la aldolasa (Figura 9) en las células crecidas en presencia de
NaCl se encontré6 aumentada con respecto al resto de las condiciones de
cultivo, que mostraron valores cercanos al control (304 nmoles/min/mg de

proteina).

Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa
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Figura 9. Actividad de la aldolasa en extractos de las levaduras crecidas en
medio YPD, con o sin la adicion de MgCl,, en ausencia o presencia de NaCl ¢
KCI.

Analisis estadistico, ALD.
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Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Esta enzima (Figura 10) presento6 la mayor actividad enzimatica con respecto al
resto de las enzimas. Se observa un muy ligero aumento en todas las

condiciones de cultivo utilizadas, con respecto al control en YPD.
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Figura 10. Actividad de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa en extractos
de las levaduras crecidas en medio YPD, con o sin la adicion de MgCly, en
ausencia o presencia de NaCl 6 KCI.

Analisis estadistico, G3PDH.

YPD Mg NaMg KMg Na K
YPD - * * * *
Mg - - * * *

Piruvato descarboxilasa

Es interesante que esta enzima mostr6 un aumento significativo en su
actividad, tanto en las células crecidas en presencia de ambos tipos de iones,
como en la presencia de cationes monovalentes por separado. Sin embargo, la

adicién de MgCl,, en las células crecidas en YPD y en presencia de KCI,




produjo una disminucién de la actividad, a diferencia de las crecidas en

presencia de NaCl.

Piruvato descarboxilasa
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Figura 11. Actividad de la piruvato descarboxilasa en los extractos de las
levaduras crecidas en medio YPD, con o sin la adicion de MgCl,, en ausencia o
presencia de NaCl 6 KCI.

Analisis estadistico, PDC.

YPD Mg NaMg KMg Na K
YPD - * * * *
Mg - * * * *

Alcohol deshidrogenasa

En la figura 12 se muestra la actividad de esta enzima, que es probablemente
la que mostro los cambios mas importantes en su actividad al crecer las células
en presencia de las distintas sales. De una manera semejante, pero mas
marcada que con la piruvato descarboxilasa, el crecimiento en presencia de
MgCl, produjo una disminucion significativa de la actividad. Por otra parte, tanto

los cultivos con NaCl, como KCI, produjeron un aumento de la actividad a mas




del doble, pero que también se redujo de manera muy clara cuando en el
medio de cultivo habia también MgCl,, a niveles inclusive inferiores a los
observados en las células crecidas en YPD sin la adicién de ninguna de las

sales.
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Figura 12. Actividad de alcohol deshidrogenasa en extractos de las levaduras
crecidas en medio YPD, con o sin la adicion de MgCl,, en ausencia o presencia
de NaCl 6 KCI.

Analisis estadistico, ADH.

YPD Mg NaMg KMg Na K
YPD * - - * *
Mg * * * * *

Produccién de etanol.
La produccion de alcohol (Figura 13) mostré un aumento pequeno, pero no

significativo en las células crecidas en presencia de las distintas sales. Esto




representa una discrepancia con respecto a las actividades de las ultimas dos

enzimas estudiadas, en especial con la alcohol deshidrogenasa.
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Figura 13. Produccién de alcohol por las levaduras crecidas en medio YPD, con
o sin la adiciéon de MgCl,, en ausencia o presencia de NaCl 6 KCI.

Analisis estadistico, produccion de etanol.
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DISCUSION

Efectos del magnesio sobre Debaryomyces hansenii.

Como ya se mencion6 previamente, Debaryomyces hansenii es una levadura
que prevalece en ambientes salinos donde hay una gran cantidad de cationes
entre los que sobresalen el sodio en primer lugar y el magnesio en segundo. El
magnesio, uno de los iones mas abundantes del agua de mar, es un cation
necesario en los organismos vivos y en general para la vida. Es el cation
divalente mas abundante de los tejidos celulares y tipos de células, por ejemplo
en bacterias como E. coli se llega a almacenar hasta 30 mM (Romani y Scarpa,
1992; Maguire y Cowan, 2002). Este i6n participa en un sinnumero de
reacciones bioldgicas, entre las que destaca mantener la estructura de los
acidos nucleicos; en el citosol se encuentra unido a los nucledsidos
fosforilados, como el ATP y el ADP entre otros. Los grupos fosfato, tanto del
ATP como del ADP y los intermediarios glucoliticos, forman complejos con el
Mg?*, p. €j., el complejo ATP-Mg?* es la forma que funciona como sustrato, al
servir como donador del grupo fosforilo en la mayoria de las reacciones que
necesitan ATP, como es el caso de varias enzimas glucoliticas (Nelson y Cox,
2000; Stryer et al., 2003).

Aunque los medios normales de crecimiento, como el YPD, contienen una
cantidad significativa de Mg®* (= 4 mM), y dadas las concentraciones elevadas
de este catidbn en el agua del mar, se decidié estudiar los efectos de la
presencia adicional de MgCl, en el medio a las concentraciones en que se le

encuentra en el agua del mar (55 mM), combinado su presencia con la de los



dos principales cationes monovalentes en el agua de mar (Na*) y en la célula

(K").

Los resultados mostraron primero, que la adicion de s6lo MgCl, al medio de
cultivo (YPD) no modificé la capacidad de crecimiento de D. hansenii. En
concordancia con los resultados de Thomé et al. (1998), se encontré que la
presencia , tanto de NaCl como de KCI 1 M en el medio, disminuyen el
crecimiento de las células, sin embargo, al agregar al medio de cultivo MgCl, a
las concentraciones de éste en el agua de mar (tomando en cuenta que la
concentracion del MgCl, es de 58 mM), pero en presencia de cualquiera de los
dos cationes monovalentes a la misma concentracion, observamos que este
cation produjo un mayor crecimiento al observado en presencia de soélo los
cationes monovalentes. Por otra parte, nuestros resultados difieren de los
publicados por otros autores, en los cuales se menciona que en presencia de
sales a 0.6 M de NaCl 6 KCI, D. hansenii crece mejor que en su ausencia. Es
importante, sin embargo, sefalar que los efectos de estas sales dependen de
la temperatura de incubacion durante el cultivo (Prista et al., 1997). Es también
una posibilidad, no explorada en nuestro trabajo, pero que se apoya en los
resultados de la acumulacién de los cationes monovalentes, que el Mg®* sea un
inhibidor del transporte y de la acumulacién de ambos cationes monovalentes,

Na“y K"

En efecto, los datos obtenidos para la acumulacion de los iones de sodio y
potasio, son similares con los reportados por Gonzalez-Hernandez et al.,

(2004) para las condiciones en que se utilizé YPD, Na y K; pero en las otras



condiciones (sodio y potasio con magnesio), se observa una disminucién en la
concentracion del Na® y K*, lo cual puede indicar, o bien una inhibicién de su
transporte hacia la célula, o bien un desplazamiento por el Mg2+ en su
acumulacién, aunque no necesariamente haya ocurrido un aumento en la
concentracion del catién divalente en el interior de la célula. Es posible que la
concentracion interna de Mg?* en las células sea un parametro finamente
regulado (Beeler et al., 1997) y que no sea posible aumentar su concentracion
cultivandolas en concentraciones elevadas del cation, pero que si, su sola
presencia inhiba el transporte y la acumulacién, tanto del Na*, como del K.
Esta idea se refuerza también con los resultados de los diferentes estudios
metabdlicos, e inclusive en la mayor parte de las actividades enzimaticas,
cuyas modificaciones en general fueron mayores ante la presencia en el cultivo
de los cationes monovalentes, que cuando estaban presentes simultaneamente

al Mg*".

De acuerdo con la idea anterior, el consumo de oxigeno aumentd en las células
crecidas en presencia de Na" y K* a diferencia de las crecidas en YPD solo, y
también se observé una leve diferencia a favor de las cultivadas en presencia
del i6n sodio con respecto al potasio, como lo reportaron Thomé-Ortiz et al.
(1998), indicando de nuevo que D. hansenii, no solo tolera las concentraciones
de sal presentes en el agua del mar, sino que parece necesitarlas para llevar a
cabo algunas de sus funciones metabdlicas. Este hecho refuerza Ia

clasificacion de D. hansenii como un organismo haldfilo.



El estudio de las enzimas glucoliticas produjo resultados heterogéneos para las
distintas condiciones de cultivo a las que se sometieron las células. Los

resultados pueden resumirse como se muestra en la tabla 1.

Mg NaMg KMg Na K

G6PDH + + + + +
HK + + + + +
PFK - + + + +
ALD - 0 0 ++ 0
G3PDH 0 0 0 0 o
PDC - o ++ ++ ++

ADH - o) o} +++ +++

Tabla 1. G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; HK, hexocinasa; PFK,
fosfofructocinasa; Ald, aldolasa; G3PDH, Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa; PDC, piruvato descarboxilasa; ADH, Alcohol deshidrogenasa.
Sin cambio, (0); disminucion, (-); aumento ligero, moderado, alto, (+), (++),
(+++), respectivamente, con respecto al cultivo de YPD.

Esto sefala algo que por otra parte suena logico; no es posible esperar que
todas las enzimas, requieran o no Mg?* para su funcionamiento y se modifiquen
por la presencia o ausencia del ion en el medio de cultivo. En algunos casos las
actividades de las enzimas aumentaron al cultivar las células en presencia de
cualquiera de los iones (G6PDH, HK, PFK, PDC y ADH) como lo reportaron
Neves et al. (1997), en otras se presentan de una forma semejante a la variable
qgue no lo presenta como el caso de la PFK, ALD y G3PDH.

Curiosamente, para la principal enzima reguladora de la glucdlisis en D.
hansenii, la fosfofructocinasa (Sanchez et al., 2006) se encontré disminuida su
actividad en presencia del iobn magnesio en el medio de cultivo, y con mayor
actividad en las demas condiciones. También la ADH mostr6é una disminucion

marcada en las células crecidas en presencia de MgCl,, un aumento muy

importante en las crecidas en presencia de NaCl 6 KCI, y un regreso a los




niveles observados en YPD. Sin duda éste fue el cambio mas notable
observado en las actividades enzimaticas; la base de datos Genolevures indica
que en el genoma de D. hansenii hay cinco genes diferentes para esta enzima,
y nuestros analisis no permiten distinguir entre ellas (i). No deja de llamar la
atencion este cambio, en especial siendo la ADH la enzima final de la

fermentacion.

Finalmente, la produccién de etanol, si acaso, presenté un aumento muy ligero
y sin significacion estadistica en todos los casos en que habia NaCl 6 KClI en el
medio de cultivo. Esta tendencia podria sin embargo implicar un ligero aumento
en la velocidad de la fermentacion, debida al requerimiento energético del
transporte de los iones al interior de la célula. De hecho, o mismo podria
sugerirse para explicar también el aumento en el consumo de oxigeno en las
células crecidas en presencia de Na® 6 K"; que al menos una parte del
aumento en el consumo de oxigeno se deba al requerimiento de las células
para manejar sus concentraciones de cualquiera de los dos cationes. Desde
luego que, siendo esta levadura mas aerdbica, se antoja mas probable que se

observe un aumento en la respiracién que en la fermentacion.



PRINCIPALES HALLAZGOS

El crecimiento de Debaryomyces hansenii se favorece en las

condiciones en que se agregé MgCl, 54 mM al medio de cultivo.

La concentracién interna del Mg®* no aumenta al agregar el catién al
medio; posiblemente porque su acumulacién esta regulada de manera

muy fina.

Sin embargo, la presencia de Mg®* en el medio redujo la acumulacién de
Na® 6 K* por parte de las células. Es posible que su presencia impida la

entrada de los cationes monovalentes.

El consumo de oxigeno aumento al cultivar las células en presencia de
ambos iones monovalentes por separado, pero también disminuyd ante
la presencia simultanea de Mg?* en el medio, probablemente por la

misma capacidad para impedir la entrada de los cationes monovalentes.

No se muestra ningun patron de actividad entre las distintas enzimas ya

gue éstas son muy heterogéneas entre ellas.

De todas las enzimas glucoliticas, la fosfofructocinasa fue la que
presenté una menor actividad, atn en presencia de Mg?" siendo éste
uno de sus principales cofactores. Esto refuerza su papel como principal

reguladora de la fermentacién en D. hansenii.



La adicion de sales al medio de cultivo produjo una ligera tendencia a

aumentar la fermentaciéon alcohdlica.

Debaryomyces hansenii en presencia del Mg®* puede llegar a ser un
organismo facultativo ya que al adicionarle Na* 6 K' respira de una
manera mas eficiente y de igual forma en presencia de éstas puede
llegar a producir una fermentacion alcohdlica de la misma forma que en

Su ausencia, lo que la hace ser un organismo haldfilo.



CONCLUSIONES

El Mg?* inhibe la entrada de iones monovalentes.

Se desconoce la causa por la cual, el consumo de O, se favorece
en presencia de iones monovalentes por separado, sin verse

reflejada una disminucion en la tasa de fermentacion alcoholica.



PERSPECTIVAS

Realizar ensayos de transporte de iones monovalentes en presencia de
Mg?* para determinar las posibles causas de inhibicién con respecto a

su entrada a la célula.

Cuantificar la produccién de acetaldehido y determinar la cantidad

producida de este intermediario con respecto a la produccion de etanol.

Investigar la causa por la que se mantiene activa la produccion de etanol

y la respiraciéon en estas condiciones de cultivo.
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