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Estrategias de adaptacion de microorganismos
. halofilos y Debaryomyces hansenii

Juan Carlos Gonzalez-Hernandez,* Antonio Pefia*

RESUMEN. El término hal6filo se emplea para todos aquellos mi-
croorganismos gue viven mejor en medios hipersalinos que en me-
dios carentes de sal; son una clase interesante de microorganismos
capaces de competir exitosamente en los medios salinos y resistir
los efectos desnaturalizantes de la sal. A esta categoria de microor-
ganismos pertenece una amplia diversidad de microorganismos, tan-
to procariontes como eucariontes. Los organismos hal 6filos cuentan
con estrategias que les permiten enfrentar al estrés osmoético: man-
tienen altas concentraciones intracelulares de sal y sintetizan solutos
compatibles que les permiten balancear su presién osmética. Descri-
bimos las caracteristicas de algunos organismos hal6filos y Debar-
yomyces hansenii (levadura haléfila), que les permiten resistir altas
concentraciones de sal.

En laactuaidad esta creciendo €l interés por conocer mejor lagran di-
versidad de microorganismos haldfilos y cada vez es mayor el nimero
de investigaciones relacionadas con el tema ya que estos organismos
producen una amplia variedad de metabolitos secundarios estables que
pueden tener aplicaciones précticas. En esta revision se describen algu-
nos de los mecanismos con |os que cuentan a gunos microorganismos
haléfilos para resistir la elevada concentracion de NaCl.

Palabras clave: Haléfilo, solutos, D. hansenii, NaCl, estrés osmético.

INTRODUCCION

L os microorganismos hal 6filos son aguellos que se en-
cuentran en los ambientes hipersalinos, pero se diferencian
de los halotolerantes porque son capaces de reproducirse y
realizar sus funciones metabdlicas de una manera mas eficaz
en presencia de altas concentraciones de sales que en su au-
sencia. Existe una amplia diversidad de estos microorganis-
mos tanto en &l phylum procarionte como en el eucarionte;
estos microorganismos tienen la capacidad de balancear su
presién osmaéticaen relacion con el medio y resistir los efec-
tos nocivos de lasal. Dentro de los microorganismos hal 6fi-
los hay una gran variedad de heter6trofos y metandgenos en
el phylum Archaea, adaptados para resistir altas concentra-
ciones de NaCl, mediante una serie de mecanismos molecu-
lares, tales como enzimas que mantienen su actividad a con-
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ABSTRACT. The term halophile is used for al those organisms be-
longing to hypersaline habitats; they constitute an interesting class
of organisms able to compete successfully in salt water and to resist
its denaturing effects. A wide diversity of microorganisms, prokary-
otic and eukaryotic belong to this category. Halophile organisms
have strategies allowing them not only to withstand osmotic stress,
but also to function better in the presence of salt, in spite of main-
taining high intracellular concentrations of salt, partly due to the
synthesis of compatible solutes that allow them to balance their os-
motic pressure.

We describe the characteristics of some halophile organisms and D.
hansenii (halophile yeast), that allow them to resist high concentra-
tions of salt. The interest to know the great diversity microorgan-
isms living in hypersaline habitats is growing, and has begun to be
the center of recent investigations, since halophile organisms pro-
duce an wide variety of biomolecules that can be used for different
applications. In this review we describe some mechanisms with
which some halophile organisms count to resist the high concentra-
tion of salts, mainly NaCl.

Key words: Halophile, solutes, D. hansenii, NaCl, osmotic stress.

centraciones el evadas de sal, membranas plrpura que permi-
te el crecimiento fotétrofo, sensores como rodopsina que re-
gulan la respuesta fototéactica y vesiculas de gas que pro-
mueven la flotacion de las células.*® Los microorganismos
hal 6filos estan ampliamente distribuidos en los medios hi-
persalinos (en zonas aridas hipersalinas, costas, diferentes
profundidades del agua de mar, etc.).*® En los hal6filos eu-
cariontes hay microorganismos fotosintéticos, litétroficosy
heterétroficos.®

Dado que las membranas biol 6gicas son permeables a
agua, las células no pueden mantener la actividad del agua
de su citoplasma més alta que su arededor; porque ello las
puede llevar a perder agua hacia el medio que las rodea.3?
Por consiguiente, se puede esperar que un microorganismo
gue vive en atas concentraciones de sal mantenga su cito-
plasma a menos isosmético con el medio extracelular. La
presencia de una presion de turgencia requiere un citoplas-
ma hiperosmético, con la posible excepcién de los Halo-
bacteriales, del phylum Archae,1® donde todos |os micro-
organismos hal 6filos mantienen una presién de turgencia.

Existen dos diferentes estrategias fundamentales parala
existencia del mundo microbiano que permite a ciertos mi-
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croorganismos sobrellevar un estrés osmaético debido ala
presencia de una alta concentracién de sal. i) Las células
mantienen altas concentraciones intracelulares de sal, os-
moticamente 0 al menos equivalente ala concentracion ex-
ternade sal (“salt-in” strategy); algunos sistemas intrace-
lulares deben adaptarse ala presencia de altas concentraciones
de sd. i) Las c8ulas mantienen bajas concentraciones de sa-
les en su citoplasma (“ compatible-solute” strategy). La pre-
sién osmética del medio es balanceada por solutos compati-
bles, y no se requiere de una adaptacién especia de los
sistemasintracelulares.3

Laestrategia “salt-in” es utilizada por dos grupos filo-
genéticamente no relacionados: Los aerdbicos extremada-
mente hal6filos del phylum Archaea, del orden de los Ha-
lobacteriales, 31y |as bacterias anaerobicas hal ofilas del
orden de los Hal oanaer obial es.127128 Es jnteresante que no
se haidentificado ningun soluto organico osmoprotector en
|os organismos representativos de estos grupos, y en lama-
yoria de |los estudios reportados, |as concentraciones intra-
celulares de iones son similares ala que se encuentran en €l
medio donde habitan estos organismos. La composicion i6-
nica del citoplasma suele diferir grandemente de la del me-
dio, que la mayoria de las veces contiene NaCl como prin-
cipal componente salino. EI medio intracelular se
caracteriza por la presencia de concentraciones molares de
KCl '91,127,128

En las células que usan la estrategia salt-in parala adapta-
cion osmética, las enzimas y componentes estructurales de
las células se han adaptado a la presencia de altas concentra-
ciones de sal para asegurarse del propio funcionamiento de
la maquinaria enzimética intracelular. Se ha observado que
los organismos hal 6filos muestran adaptaciones molecula-
res, dentro de las cuales existe un exceso de aminoéacidos
con caracter &cido y pocos aminoécidos hidrofébicos en sus
proteinas.®

En otros microorganismos haléfilos y halotolerantes, €l
balance osmatico se establece mediante pequefias mol écu-
las que son sintetizadas por las células o tomadas del me-
dio donde se encuentran disponibles. La estrategia “com-
patible solute” no necesariamente implica la adaptacién de
ciertas proteinas a esos solutos. L os solutos compatibles se
definen como solutos que a altas concentraciones permiten
alas enzimas funcionar eficientemente.®¥ Convencional-
mente las enzimas parecen funcionar en presencia de con-
centraciones molares de solutos. Hay una gran diversidad
de solutos compatibles que se han encontrado en los micro-
organismos hal6filos y halotolerantes, dentro de los cuales
encontramos algunos polioles, como €l glicerol y arabini-
tol, azlicares y sus derivados (sacarosa, trehalosa, glucosil-
glicerol), aminoacidos y derivados de aminas cuaternarias
como la glicina betaina. Los solutos compatibles son tipi-
camente componentes de bajo peso molecular, altamente

solubles en agua, sin carga o con propiedades zwitterioni-
cas a un pH fisiol6gico. Ciertamente algunos solutos com-
patibles son més eficientes que otros en la proteccion de las
enzimas contralos efectos de altas concentraciones de sal y
otros tratamientos de estrés.>*%°

No se conoce bien la naturaleza de | as interacciones de
los solutos compatibles con las proteinas; no es posible por
ahora predecir la posible estructura molecular que confie-
ren los solutos compatibl es que puedan proveer una estabi-
lizacion osmética'y mantener la estructuray actividad de
las enzimas. Sin embargo, la concentracién intracelular de
los solutos organicos compatibles permite un alto grado de
adaptabilidad de las células a los cambios de la concentra-
cion de sal en el medio.>*%°

L os microorganismos estan sujetos a diferentes condi-
ciones fisiolégicas de estrés y variaciones del ambiente.
Para contender con los efectos dafiinos del estrés, las célu-
las han desarrollado respuestas moleculares rapidas para
evitar los dafios y protegerse de las diferentes formas de
estrés. La respuesta mejor caracterizada es la sintesis de
proteinas, conocidas como las proteinas de estrés. Aunque
los mecanismos postraduccional es juegan un papel impor-
tante en laregulacién de la respuesta ante €l estrés, lain-
vestigacién en esta area se ha enfocado principalmente a
nivel delatranscripcidn, donde se han identificado y carac-
terizado diversas vias de transduccion y factores de trans-
cripcion que responden al estrés,St

Existe evidencia de la presencia de levaduras como cons-
tituyentes de poblaciones microbiol dgicas marinas, que se
han aislado de diferentes profundidades y en diferentes zo-
nas por diferentes técnicas bési cas de microbiologia. 1™

Ladefinicion de levaduras marinas, incluye todas las | e-
vaduras, que tienen la capacidad de reproducirse bajo am-
bientes marinos: medio alcalino, ata concentracién de sa-
lesy baja temperatura, tres caracteristicas fisicoquimicas
del agua de mar.'2! Los primeros estudios sobre las levadu-
ras marinas fueron realizados por el grupo de Norkrans,
quien efectud un estudio con el fin de definir si se reprodu-
cen en medios alcalinos, con altas concentraciones de sal
(NaCl) y bajatemperatura; sus estudios mostraron una ata
tolerancia a la sal para miembros de los géneros Debar-
yomyces, Pichia, y Candida.l™

Lainformacion disponible sobre la tolerancia al NaCl
por parte de las levaduras, no se limita alas levaduras ma-
rinas. La mayoria de las levaduras, independientemente de
su hébitat normal, son capaces de crecer en las concentra-
ciones de NaCl que se encuentran en el agua de mar.173

En estarevisién se mencionan los avancesy las perspec-
tivas sobre el estudio de las estrategias de adaptacion de al-
gunos microoorganismos haléfilos, y al final sefialaremos
los avances en €l estudio de la levadura marina Debaryomy-
ces hansenii, microorganismo hal6filo, con el cual trabaja-
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MOSs en huestro grupo de investigacion realizando un estudio
delaresistenciaquetiene a estrés salino y alcalino.

HALOFILIA

Aunque las sales se requieren para todas las formas de
vida, los microorganismos hal éfilos se distinguen o clasifican
por e requerimiento de condiciones hipersalinas para su cre-
cimiento: los hal éfilos ligeros muestran crecimiento 6ptimo
dentro de una concentracion de NaCl que oscilaentre 0.2 'y
0.85 M (2-5%): los hal 6filos moderados, crecen entre 0.85 y
3.4 M (5-20 %) de NaCl, y por ultimo, los ha &filos extremos,
gue crecen de 3.4 a5.1 M (20-30%) de NaCl. En contraste,
los organismos no hal&filos sdlo pueden crecer por debajo de
0.2 M de NaCl. Los organismos halotolerantes son aquellos
gue pueden crecer en presenciay en ausencia de altas concen-
traciones de sal. Muchos organismos hal éfilos y halotoleran-
tes pueden crecer dentro de un amplio margen de concentra-
cién de sal, con requerimiento o tolerancia para algunas sales,
dependiendo del medio y de los factores nutricionales.*®

REPUESTA GENERAL AL ESTRES

Larespuesta transcripcional hacialos cambios en el me-
dio y condiciones de estrés es uno de los principal es topi-
cos de lainvestigacion basicay la aplicada. Desde un pun-
to de vista béasico, para entender estas respuestas es
importante saber cdmo seidentificay setraduce la sefial de
estrés hacia el nicleo, paraidentificar 10s genes que sein-
ducen bajo las condiciones de estrés, y finalmente para es-
tablecer las consecuencias fenotipicas de esta induccion en
latolerancia al estrés. S. cerevisiae es uno de los organis-
mos en que mas se han aplicado los avances genéticos ani-
vel molecular, como un model o para estudiar |as respuestas
al estrés, con miras a utilizar estainformacion paraaislar y
caracterizar proteinas relacionadas con el estrés en euca-
riontesy disefiar estrategias para aumentar laresistenciaal
estrés en organismos de interés industrial .5

Laexposicion de las levaduras a una forma de estrés les
proporciona la habilidad de resistir no solo una sino varias
condiciones de estrés;%:132171 g n embargo, se sabe que las
células que crecen bajo condiciones limitadas de nutrientes
o células ayunadas, adquieren tolerancia a una amplia va-
riedad de condiciones de estrés, una propiedad que fue ex-
plorada en cultivos limitados de azlcar en la produccién de
levadura de panadero,51,52107.153,159,166,167 Eta5 observacio-
nes indican que lalevaduratiene un mecanismo global que
adquirié para resistir las diferentes condiciones de estrés,
gue se ha denominado respuesta general al estrés “general
stress response" '107,153,159

Laidea general de larespuesta general al estrés surge
como un sistema que regula la induccion coordinada de
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muchos genes de estrés a través de un elemento comun cis
en su promotor (conocido como elemento de respuesta a
estrés, STRE). El STRE se induce por diferentes cambios
de ambiente o estrés metabdlico y la activacion transcrip-
cional se regula através de este elemento, resultando en la
adquisicién de un estado de tolerancia hacia alguna condi-
cion de estrés. 5t

Por otra parte, un gran nimero de genes responsables del
estrés son controlados por |os elementos de respuesta a es-
trés (STRES), via la regulacion transcripcional de Msn2p y
Msn4p.110157 | gs STRES se encontraron por andlisis de
computadora en varios promotores de las levadurast13170 y
asi, en unamutante carente de MSN2 y MSN4, se encontré la
expresion alterada de aproximadamente 150 genes,36:60.146

Notablemente, no todos los genes que se expresan bajo
estrés estén fuertemente afectados en Msn2p y Msn4p.
Msn2p y Msndp pueden controlar muchos genes indirecta
mente; alternativamente, los dos factores pueden ser capa-
ces de unirse a diferentes elementos en el promotor; por
gjemplo, en conjuncién con otros factores se ha demostra-
do que la mayoria de los genes son controlados directa-
mente por Msn2p y Msn4p conteniendo diversos STRES
cercanos. 113 Necesariamente se requiere de més trabajo
para comprender la organizacion de los promotores contro-
lados por Msn2p y Msn4p.

Se ha mostrado que los cambios de la osmolaridad del
medio afectan diferentes vias de sefializacion; el sistema
gue mejor se ha caracterizado es la via de alta osmolaridad
por glicerol (HOG), lacual se activa en menos de un minu-
to cuando el cambio de osmolaridad se Ileva a cabo.? La
incapacidad de las mutantes de HOG para adaptarse a un
medio de alta osmolaridad y el conocimiento de lafuncién
de los genes cuya expresion se estimula via HOG, confir-
man que el papel celular de esta via es orquestado en una
significativa parte de la respuesta transcripcional de las cé-
lulas de levaduras hacia una alta osmolaridad. Lavia HOG
también regula efectos postraduccionales y de los sistemas
de osmorrespuesta més entendido en |os sistemas eucari6-
ticos. Se ha encontrado que ante un cambio osmético, la
proteina cinasa A (dependiente de cAMP) modifica la ex-
presion de genes.1° La proteina cinasa A regulalarespues-
tageneral al estrés que se observa bajo condiciones de cho-
gue térmico, ayuno prolongado, concentraciones elevadas
de alcohol, estrés oxidativo y estrés osmotico. Aunque ho
se conoce el mecanismo por el cual se controla la proteina
cinasa A por el estrés, se cree que no actla directamente
para responder alos cambio osm6ticos,108.153,159

ViA DE LAS MAP CINASAS

Las MAP cinasas son unidades de sefialamiento en apa-
riencia atamente conservadas en | 0s sistemas eucarioticos,
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donde juegan un papel esencial en larespuesta a los cam-
bios del ambiente, hormonas, factores de crecimiento y ci-
tocinas. Las vias de las MAP cinasas controlan el creci-
miento celular, morfogénesis, proliferacion y respuestas al
estrés y estan involucradas en muchos procesos en algunas
enfermedades. Existen diversas revisiones acerca de las
vias de MAP cinasa; sin embargo, |a parte central de lavia
de MAP cinasa es que existen tres clases de proteinas cina-
sas, una Map cinasa (MAPK), una MAP cinasa cinasa
(MAPKK 6 MEK), y una MAP cinasa cinasa cinasa (MA-
PKKK 6 MEKK) (Fig. 1). La proteina MAPKKK activa
por fosforilacion a la MAPKK sobre una serina y una
treonina en una parte conservada del dominio N-terminal
de la cinasa. Subsecuentemente, la MAPKK fosforila la
MAPK sobre unatreonina (algunas veces serina) y un resi-
duo de tirosina, separado sélo por un aminoéacido (Tre/Ser-
X-Tir). Este sitio de fosforilacion se localizaen el dominio
catalitico; lafosforilacion dual sobre latreoninay tirosina
es necesaria para la activaciéon de la MAPK. Tipicamente
la fosforilacién estimula la transferencia de la MAPK del
citosol hacia el nucleo, donde esta fosforila sobre el blanco
serinaltreonina, seguido de una prolina. Sin embargo, una
porcion de laMAPK aparentemente activa se encuentra en
el citoplasma para regular los efectos postraduccional es.
Laactivacién de MAPKKK s puede ocurrir por lafosforila-
cién através de una proteina cinasa o por la interaccién
con otras proteinas, un proceso que puede involucrar pe-
guefias proteinas G.

L os mecanismos de activacion y sistemas sensoriales que
preceden alas vias de MAP cinasa son diversos y pueden
incluir un receptor de tirosina cinasa (en |os sistemas de ani-
males), receptores acoplados a la proteina G, sistemas de
fosforilacién y otros. Las diferentes vias de MAP cinasas
forman sistemas de sefialamiento interactivo. Por una parte,
una MAPKK cinasa puede controlar diferentes MAPK,
como se observa en las levaduras. Diferentes vias con en el
mismo organismo comparten cinasas; especiamente en los
eucariontes superiores, aunque en las levaduras, esta situa-
cion resulta ser un sistema complejo en las vias de sefidiza
cion. La presentacion del sistemade MAP cinasas como una
vialineal como se muestraen laFig. 1 para explicar la no-
menclatura, es realmente una simplificacion del sistema; las
vias de MAP cinasas estan controladas negativamente por
proteinas fosfatasas que acttan sobre MAPKK y laMAPK
(serina-treonina fosfatasa ) o solamente sobre la MAPK (ti-
rosina fosfataga).12'38'68'8385*87'99-

REGULADORES TRANSCRIPCIONALES
DE LA ViA HOG

Recientemente se ha obtenido més informacion acerca
de las proteinas que regulan las respuestas transcripciona-

les en lavia HOG; como una complicacién adicional, exis-
ten pocos genes donde la estimulacion por €l estrés osmoti-
co sea exclusivamente controlada por lavia HOG; median-
te andlisis de la expresion global de genes se han
identificado sistemas de expresion simple.60.137.146 Sko1/
Acrlp, Hotlp, y probablemente Msn2p y Msndp, asi como
Smplp estan implicados en latranscripcion dependiente de
HOG. Todos estos factores pertenecen a diferentes fami-
lias de reguladores transcripcionales. También se sabe que
bajo choque osmatico los genes dependientes de Msn2p/
Msndp requieren de la via HOG para su induccién pero lo
gue no se conoce es si esto es debido al control directo de
Msn2p/Msndp o por Hoglp.1%8

Skol/Acrlp, por otra parte, son ambos represorest3+140
y activadores,»*” cuya funcion represiva esta controlada
por Hoglp directamente.’* Hot1p es una proteina que re-

Receptor / sensor
Usualmente ubicado en la
membrana plasmatica

Proteinas G /
Sistemas de fosforilacion

Activacion de PAK cinasa

MAP cinasa cinasa cinasa
MAPKKK

MAP cinasa cinasa
MAPKK

MAP cinasa
MAPK

Factor de transcripcién

0000009

Figura 1. Nomenclatura de proteinas en la via de MAP cinasas. Las fle-
chas solamente indican el sentido de la via; los complejos de las protei-
nas especificas son comunes y requeridos para la transmision de sefiales.
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clutala Hoglp cinasa como blanco de los promotores,8145
Smplp es un factor recientemente identificado, el cual es
fosforilado por Hoglp y contribuye en la expresion de al-
gunos genes.138

Existen observaciones que indican que bajo estrés os-
mético la translocacién de Msn2p y Msndp hacia el na-
cleo es necesaria pero no suficiente para la estimulacién
de genes. Después de todo, el andlisis global de la expre-
sion revela una marcada correlacion entre Msn2p/Msndp,
asi como entre los genes dependientes de Hog1p.1#6 Esen-
cialmente la expresion de genes después de un choque
térmico disminuye en mas del 75% en mutantes msn24
msn4A y también en una mutante hoglA. Por otra parte,
hay muchos genes cuya expresién disminuye fuertemente
en una mutante hoglmsn2A , pero que no se afectd por la
eliminacion de MSN2 y MSN4,14¢ congruente con el he-
cho de que Hoglp regula la respuesta transcripcional a
través de diversos mecanismos. Mientras que esta obser-
vacion se basa esencialmente en dicha correlacion, es
bien conocido desde hace varios afios que la induccién
osmética de STRE requiere de laviaHOG.110158 |_a|oca-
lizacion de Msn2p/Msndp no se afecta en una mutante
hoglmsn2A . Esta observacién pueden indicar que Hoglp
controla la actividad nuclear de Msn2p y Msndp después
del choque térmico. Sin embargo, también se observé que
aungue la eliminacién de MSN2 y MSN4 reduce dréstica-
mente la expresién de un gen reportero de STRE, lain-
duccién es especificamente por estrés osmotico (pero no
por otras condiciones de estrés), aunque sea a hnivel ba-
sal 158 |_as del eciones adicionales de PBS2 en la mutantes
msn2A msn4A eliminaron por completo la induccion,11°
Esto sugiere que bajo la presencia del estrés osmético al-
gunas proteinas no caracterizadas regulan la induccién de
los genes STRE dependiente de Hoglp. En conclusién, se
requiere de mas investigacién en el campo para la mejor
comprension de lainduccion de los genes STRE controla-
do por laviaHOG, y saber si Hoglp controla directamen-
te a Msn2p/Msn4p.110

BACTERIAS HALOFILAS

L as bacterias hal 6filas extremas crecen en concentracio-
nes de NaCl entre 2.8 M y 6.2 M. La biologia general de
los organismos hal 6filos extremos esta bien documenta-
da; 288694 existen diversas distinciones y caracteristicas in-
trinsecas de estos organismos, como resultado de la selec-
cién natural del medio, que no parecen tener un papel
determinante en las relaciones de |os dominios de |os mi-
croorganismos hal éfilos.

Una caracteristicas en los hal 6filos bacterianos es la
ausencia de peptidoglicanos, no sélo en las paredes de
las hal obacterias,?%28 sino también en las paredes de la
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gram-positiva halococci.>* Se cree que la carencia de
peptidoglicanos en las bacterias hal 6filas se debe a una
incapacidad para sintetizar acido muramico.>*

L os principal es acidos fosfatidicos de los lipidos Hal o-
bacteriales derivan del 2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol. Los fos-
fatidos predominantes de las halobacterias son analogos
diéter del fosfatidil glicerol fosfato, el cual puede acumular-
se hasta llegar a un 70 % del fésforo lipidico en H. cutiru-
brumy un 80 % en H. halobium.1% El fosfatido més abun-
dante después de éstos en ambas especies, es el analogo éter
del fosfatidil glicerol, que sellegaaacumular del 6 a 7.5%
del fésforo lipidico en cada especie. Los éteres lipidicos no
son exclusivos de los organismos hal 6filos, 1% pero no son
muy comunes en las bacterias. Los lipidos de |os organismos
hal 6filos son muy écidos, una propiedad de relevancia direc-
ta, en relacion con la presencia de medios salinos.®

Es de esperarse a priori, que las condiciones extremas
del medio produzcan la seleccién de ciertas vias metab6-
licas. Tal seleccidn se reflgja en las caracteristicas de la
pared celular y composicion de ciertos organismos hal 6fi-
los. Halobacterium salinarium produce una glucosa des-
hidrogenasa y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa so6lo
cuando se inducen, y estas enzimas no tienen una alta ac-
tividad especifica.®

Se han elaborado diversos medios sintéticos para las
bacterias hal 6filas. Dundas et al.,*” utilizaron un medio que
contenia 10 aminoéacidos y &cido citidilico, €l cual estimu-
16 el crecimiento limitado. Onishi et al.,’?8 utilizaron un
medio que contenia 15 aminoéacidos, 2 nucledtidos, glice-
rol y asparagina o NH,", que mostro mejores resultados.
Dundas et al.,*” concluyeron que la valina, metionina, iso-
leucinay leucina son esenciales para el crecimiento de H.
salinarium. Sus resultados mostraron ademas que lalisina
no es esencial. Por otra parte Onishi et al.,12® encontraron
gue los aminoacidos esenciales para H. cutirubrum son la
arginina, leucing, lisinay valina.

L os aspectos anteriores que se han descrito, aunque se
refieren alas caracteristicas generales de | as bacterias hal 6-
filasy son de interés intrinseco, no parecen jugar un papel
directamente determinante en la relacion de estos organis-
mos con el aguay la sal, excepto por la naturaleza écida de
los fosfolipidos de la membrana.

Por otra parte, lainestabilidad de la pared celular reflegja
un requerimiento especifico de solutos, que puede ser des-
crito como larelacién con el agua (“water relations”). El
papel de la sal para el mantenimiento de la integridad es-
tructural de la envoltura celular ha sido discutido por
Brown en términos de las posibles contribuciones de la sal
alaestructuradel agua, los enlaces hidrofébicosy las fuer-
zas el ectrostéticas;?® estas contribuciones se han atribuido
alos efectos el ectrostéticos de las sales en la neutralizacion
del exceso de cargas sobre la membrana.2>27-2° Baxter ha
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planteado una explicacién similar sobre lainactivacion de
la lactato deshidrogenasa en una solucion diluida de un
organismo hal6filo.* Brown atribuy6 los eventos electros-
téticos en la membrana a una carga negativa causada por
un exceso de aspartato y glutamato en las proteinas de la
membrana. Lanyi ha propuesto convincentemente que las
interacciones hidrofdbicas son |os principal es factores que
suelen intervenir en las proteinas de los hal ofil0s.%1

La fisiologia intracelular de los organismos hal 6filos
extremos esta dominada por la masiva acumulacion de K*
y ClIy por una eficaz exclusién del Na*. Este hecho fue
demostrado por Christian y Waltho, quienes encontraron
gue H. salinarium, al crecer hastalafase estacionariaen un
medio que contenia4 M de NaCl y 0.03 M de KCl, acumu-
6 K* hasta una concentracién de 4.5 M y concentraciones
de Na*y Cl- de 1.4y 3.6 M, respectivamente.®

Continda la discusién sobre las relaciones que existen
entre la sal y las enzimas de los organismos hal 6filos, que
son de inmediata relevancia. Las condiciones que permiten
a una enzima funcionar vigorosamente pueden también
conferirle una importante via de inactivacion; algunas en-
zimas son estables bajo ciertas condiciones que inhiben se-
veramente la actividad. Asi, laisocitrato deshidrogenasa de
un hal6filo es muy estable, pero se inhibe fuertemente por
405M deNaCl.>6

L as enzimas de |os organismos hal 6fil os se han estudiado
lo suficiente para hacer una generalizacién de sus requeri-
mientos de sal, aunque, por supuesto, hay excepciones. En
general las enzimas que estan asociadas con la membrana
celular tienen un éptimo en su actividad en la concentracion
de 4 M de NaCl 6 KCI; las enzimas ribosomales tienen un
requerimiento especifico para KCl en un éptimo cercano a4
M. Las enzimas solubles del metabolismo intermediario co-
lectivamente tienen un amplio margen de sal 6ptima, pero
por g emplo, laisocitrato deshidrogenasa especifica para ni-
cotinamida adenin dinucledtido fosfato (NADP), tiene un
optimo entre 0.5y 1.0 M de NaCl o KCI.8

Las enzimas citoplasmaticas que se inhiben con altas
concentraciones de sal pueden funcionar porque la compo-
sicion intracelular es tal que el impacto del ambiente del
organismo es ligero. Si el KCI no se acumulara, la activi-
dad relativa de agua (a,) y la concentracion total de soluto
podrian ser iguales. Este ajuste termodinamico al medio
puede llevarse a cabo por la pérdida de agua; en tal caso,
los solutos intracelulares principales pueden ser la poza de
metabolitos intermediarios, sales, etc., las cuales pueden
ser severamente inhibitorias a tales concentraciones, o que
las bacterias puedan acumular NaCl, lo cual también se ha
mostrado que tiene efecto inhibitorio.®

De esta manera, en las bacterias hal6filas, el KCl tiene
una funcién fisiolégica muy similar ala de los compuestos
polidlicos en las levaduras xelotolerantes y algas hal ofilas.®°

LEVADURAS XELOTOLERANTES

Las levaduras asociadas con concentraciones modera-
das de sal comprenden diversos géneros, entre los cuales
podemos encontrar Saccharomyces rouxii, Debaryomyces,
Hansenula y Pichia. La homenclaturay la distribucion de
las levaduras tolerantes han sido discutidas por Onishi. 125

Scarr y Rose, 1% definieron como levaduras osmofilicas a
todas aquellas capaces de crecer en soluciones de azlicares a
concentraciones de 65 °Brix (65% wt/wt) a 20 °C; esta defi-
nicién puede usarse parala descripcion del grupo de levadu-
ras tolerantes a altas concentraciones de azUcar. Dado que
las relaciones de agua de estos organismos varia notable-
mente con |a presencia del soluto para gjustar lag,, no es
posible anticipar unadefinicion real basada en latoleranciaa
labajaa,. Por eiemplo, Onishi reportd que a 30 °C, laleva
dura Torulopsis halonitratophila no puede crecer en un me-
dio diluido, pero si lo hace en presencia de 6% (wt/wt) de
NaCl a 20 °C; Sin embargo, ésta crecié en un medio diluido;
asl a altatemperatura el organismo fue haléfilo o xerdfilico,
mientras que a 20°C fue xelotolerante. 124

L os cambios de temperatura juegan un papel muy im-
portante en los mecanismos transcripcionales y postraduc-
cionales que promueven laacumulacién de trehalosay glu-
cogeno. Durante un cambio de temperatura de 25 °C a
33-38 °C, se observa la activacion transcripcional de TPSL
y GSY2, que participan en la acumulacién de glucégeno y
trehalosa.”™® Durante un incremento de temperatura de 38-
40 °C, la concentracion intracelular de sustratos puede ser
decisiva para la acumulacién de trehal osa.133 Finalmente,
se debe enfatizar que la capacidad de las células para acu-
mular trehalosa 'y glucdgeno en respuesta al estrés esta li-
gada ala presenciay cantidad de enzimas que contienen
antes de la exposicion al estrés; esto se encontrd en experi-
mentos realizados con las mutantes en msn2/msn4 y
hsp104, las cuales acumulan menos reservas de glucosa
después de la exposicion al estrés térmico,*+ 77133181

Onishi ha reportado al gunos efectos de la concentracion
de solutos sobre la capacidad de la levadura para asimilar
los azlicares.1?® Por gjemplo, una cepa de S. rouxii asimilo
glucosa rgpidamente en un medio diluido o en la presencia
de 18% de NaCl. Esta creci6 también inmediatamente en
presencia en un medio basal con galactosa o maltosa como
fuente de carbono, pero en presencia de estos azlicares mas
el NaCl, crecié pobremente. También comenta que muy
pocas cepas pueden asimilar o fermentar estos azlicares en
un medio acalino.

Aungue las levaduras xel otolerantes pueden prosperar a
niveles de actividad de agua més bajos que en |los que se
encuentran las bacterias hal 6filas extremas, estos dos orga-
nismos son muy diferentes; igual que las levaduras, no tie-
nen requerimiento absoluto para un soluto especifico.
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Brown encontro diferencias consistentes entre S. cerevi-
siaey S rouxii en la cantidad de captacién de solutos como
una funcion de la concentracion extracelular de solutos; a
incubar las levaduras en soluciones amortiguadoras de al-
gun azlcar o glicerol. S. rouxii mostré una baja capacidad
para la captacion de los no electrolitos, comparada con S.
cerevisiae.’!

Todas las cepas xelotol erantes contienen altas concen-
traciones de polialcoholes; el principal es el arabinitol
cuando las levaduras se crecen en medio bésico.%° L os po-
lioles confieren dos caracteristicas alas |evaduras xel otol e-
rantes; i) funcionan como osmorreguladoresy ii) como so-
lutos compatibles que son sustancias que a altas
concentraciones mantienen la actividad de las enzimas
contra la inhibicion o inactivacion. Ademas, los polioles
sirven como fuente de reserva. Las bases fisioldgicas de la
xelotolerancia en los hongos imperfectos no se ha estudia-
do en detalle, pero es razonable suponer una similitud ge-
neral con las levaduras xelotolerantes. La acumulacion de
polioles en levaduras es com(in.%

ALGASHALOFILAS

Hay algas hal6filas en el phylum Chlorophyta, en €l or-
den Volvocales. El género principal con especies hal6filas
esDunaliellay Chlamydomonas. Ambos son flagelados; la
principal distincion morfol6gica entre ellos es la carencia
de unapared celular en Dunaliella. Se conocen pocos deta-
Iles de Chlamydomonas, pero la evidencia ecol 6gica sugie-
re que el género es mucho menos halotol erante que Duna-
liella.?*

Una diferenciafundamental entre las bacteriasy las al-
gas haldfilas reside en la capacidad de las algas para ex-
tender sus limites de tolerancia a la sal, hacia una ata o
baja concentracion, con laimplicacién de que esos limites
estédn determinados en parte por la historia evolutiva del
organismo; es asi que McLachlan reporté que D. tertio-
lecta crecié en un margen aproximado de 0.06-2 M de
NaCl.106

La presencia de altas concentraciones de sal en las
algas no es evidente; sin embargo, los andlisis directos
reportados por Trezzi et al.,’®® mostraron diferencias
de los cambios de volumen en D. salina en respuesta a
los cambios de sal en el medio; concluyen que la mem-
brana plasmética es libremente permeable ala sal y que
el alga puede acumular concentraciones citoplasmati-
cas de sal similares a las del medio de crecimiento. Por
otra parte, Johnson et al.,” sefialan que existe una sen-
sibilidad a la sal de un niumero de enzimas preparadas
de un extracto de células de D. viridis. Ben-Amotz y
Avron!” encontraron que el glicerol se acumula hasta
una concentracién de 2 M en D. parva, cuando el alga
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se adapta a una concentracion extracelular de 1.5 M de
NaCl.

La produccién de polioles en las algas ha sido am-
pliamente estudiada por Lewis y Smith.191 El manitol es
un poliol comun en las algas, particularmente en las ma-
rinas; también se menciona que la alta concentracién del
manitol es un fendmeno ubicuo, por la alta concentra-
cién del poliol en liquenes, lo cual denotala posible fun-
ci6én de estos compuestos como osmorreguladores en al-
gas marinas.

A laacumulacién de glicerol en Dunaliella se le supo-
nen tres principal es funciones:?

i) Laprimeray mas obvia, es que actla como osmorre-
gulador; es decir, como una sustancia que, en la concentra-
cién en la que se encuentra responde positivamente a la
concentracion extracelular del soluto (negativamente ala
a,), Y mantiene de este modo aproximadamente una igual-
dad entre la actividad internay externa a,, (o potencial de
agua), y por lo tanto minimiza el estrés osmético y la des-
hidratacién alacual estasujetalacélula. ii) la segundafun-
cion es como un soluto compatible o protector de la activi-
dad enzimética. iii) Puede funcionar como fuente de
reserva bajo ciertas condiciones.?

En el género Chlamydomonas hay especies que crecen
con un minimo requerimiento de NaCl de 0.34 M; ademés
tiene la habilidad de crecer en 1.7 M de NaCl.172 Algunas
algas verde-azules aisladas del Mar Muerto, y en particular
la especie Aphanocapsa, tiene un minimo requerimiento de
sal de 1.0 M y crece mejor en presenciade 1.5 a3 M de
NaCl.1"® El Mar Muerto asi como otros ambientes marinos
contienen altas concentraciones de Mg?*, el cual por si
mismo es un factor significante que contribuye alatoleran-
ciaalasal.

PLANTAS

La produccion de polioles también es comin en las plan-
tas. En Mesembryanthemum crystallinum, el sodio se acu-
mula en atas concentraciones en las vacuolas, y los polioles
(myo-inositol, D-ononitol y D-pinitol) se acumulan en €l ci-
tosol. La sintesis de polioles es regulada por el NaCl y esta
involucrada en lainduccion y represion de genes.1*®

Las plantas que acumulan naturalmente solutos osmo-
protectores lo hacen a concentraciones que suelen oscilar
entre 5y 50 umol g* peso fresco en la base de la planta (6—
60 uM) y esto aumenta si la planta es expuesta a algun tipo
de estrés osmotico.2*® En las células de las plantas los os-
moprotectores estan tipicamente confinados principalmen-
te en el citosol, cloroplastos y otros compartimentos cito-
plasméticos que en total pueden ser parte del 20% del
volumen total de las células maduras (el otro 80% se loca
liza en la vacuola). Las concentraciones naturales de los
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osmoprotectores en los compartimentos del citoplasma
puede llegar o exceder una concentracion de 200 mM. Ta
les concentraciones son osméticamente significativasy su
papel fundamental es mantener laturgenciade las célulasy
el gradiente para la captacion de agua durante las condicio-
nes de estrés. 14

Se hainvestigado el papel delaectoina en la adaptacion
osmatica de Rhizobium meliloti; lacual provee condiciones
de crecimiento similares como la glicina betaina en R. me-
liloti bajo condiciones osméticas de crecimiento adversas
(0.5 M NaCl). Ensayos de resonancia magnética nuclear
con 13C y ensayos de radioactividad muestran que la ectoi-
nano se acumulaen el citoplasmay como consecuencia no
reprime la sintesis de solutos compatibles endégenos (glu-
tamato, trehalosa). Sin embargo, la alta concentracién de
glutamato en las células sometidas a un estrés osmaético en
presencia de ectoina sugiere que estainvolucrado en lares-
tauracién del balance osmético, la ectoina puede jugar un
papel en la estimulacién en la sintesis de osmolitos endo6-
genos.164

Se ha encontrado que en sistemas fotosintéticos, la be-
taina, por ejemplo, protege eficientemente varios compo-
nentes de la maguinaria fotosintética como laribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO) y el complejo
fotosintético (PSI1).6! Se ha demostrado la acumulacién de
betaina en respuesta a la sal, deshidratacion y frio en plan-
tas superiores que son caracteristicas en la acumulacion de
este soluto compatible. 3

Los niveles de prolina en plantas transgénicas de Arabi-
dopsis thaliana (100 pg/g peso fresco) es aproximadamen-
te el doble que las plantas control crecidas en ausencia de
estrés, y tres veces mayor (600 pg/g peso fresco) en plantas
sometidas a estrés durante el crecimiento. Los atos niveles
de prolina fueron correlacionados con la presencia de un
corto periodo de estrés salino en presencia de 600 mM
NaCl al cual fueron sometidas las plantas.11®

En algunas plantas que acumulan naturalmente glicina
betaina (espinacas, remolachas); la sintesis se lleva a cabo
en los cloroplastos por medio de dos reacciones de oxida-
cion delacolinahacialaglicina betaina. La primera oxida-
cion hacia aldehido betaina es catalizada por la colina mo-
nooxigenasa (CMO); la oxidacion de la aldehido betaina
hacia glicina betaina es catalizado por |la betaina aldehido
deshidrogenasa.1#?

SOLUTOS COMPATIBLESEN LAS
CELULAS ANIMALES

En los mamiferos, el rifidn es un érgano clave compo-
nente del sistema de defensa contralos cambios intra/extra-
celulares de las concentraciones de los solutos. Esto se
debe a que este 6rgano tiene la capacidad de producir orina

de una muy altay variable osmolaridad, dependiendo del
estado de hidratacion. Este rasgo caracteristico del rifion es
el resultado de la operacién y lainteraccién que existe con
el sistema de la médularenal. Durante la deshidratacion,
cuando se excreta una orina concentrada, se acumula NaCl
y laureaen el intersticio medular y proveen la fuerza con-
ductora para la reabsorcion del agua a través de la colec-
cion por el ducto epitelial.”®

Las altas y variables concentraciones extracelulares de
NaCl y urea que confrontan las células presentan tres pro-
blemas principales: Primero, en el rifibn existen diversos
efectos de estrés osmético por las atas concentraciones de
Na'*, el cual, en contraste con la urea, no penetra rapida-
mente en las membranas celulares y esta principal mente
acompafiado por el anion Cl-. En las células de la médula
renal, el equilibrio osmético en presencia de concentracio-
nes elevadas de NaCl se lleva a cabo primeramente por la
acumulacién de pequefios solutos orgénicos.’>%° En el ri-
fién de los mamiferos, el segundo cambio al que se enfren-
tan las células de la médula renal es la alta concentracion
de urea (200 mM). Aungue la urea rapidamente penetrala
mayoria de las membranas celulares y consecuentemente
no ejerce un estrés osmético; tales concentraciones per se
afectan la viabilidad de la célula seriamente promoviendo
dafios en la estructura 'y funcion de las proteinas y acidos
nucleicos.3>162 E| tercero es que esas células deben conten-
der con los cambios extremos en las concentraci ones exter-
nas de solutos durante la transicion de ladiuresis; g emplo,
baj as concentraciones de solutos en lamédula haciala anti-
diuresis, altas concentraciones de solutos medulares, y vi-
ceversa. Estas fluctuaciones fisiol 6gicas en la osmolaridad
extracelular requieren de mecanismos que permitan la
efectiva acumulacion y reduccion de osmolitos organi-
cos.162

Las células de la médula renal, que bajo condiciones fi-
siol6gicas normales se exponen a condiciones variables
extracelulares de | os solutos, responden al estrés hipertoni-
co mediante la acumulacién de osmolitos organicos como
glicerofosforil colina (GPC), betaina, mio-inositol, sorbi-
tol, y aminoéacidos. El incremento intracelular de estos os-
molitos se llevaa cabo por €l efecto combinado del aumen-
to en la captacién (mio-inositol y betaina), sintesis
(sorbitol y posiblemente GPC), disminucién en la degrada-
cion (GPC) y liberacion de osmolitos. 16

Se han identificado solutos organicos activos que exis-
ten en altas concentraciones en lamédulainternarenal. Los
niveles de los osmolitos se han cuantificado por espectro-
fotometria de resonancia magnética nuclear y por ensayos
bi oquimicos en extractos obtenidos con &cido perclérico de
ratas normales y deshidratadas (3 dias). La deshidratacién
aumenta la osmolaridad de la orina de 1,503 a 3,748 mos-
mol/kg y el contenido de la urea en la médula interior de
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2,036 a 4,405 nmol/mg proteina. En consecuencia, los po-
lialcoholes (inositol y sorbitol) aumentaron significativa-
mente entre 95y 78%. En conclusién, los principales os-
molitos involucrados en la médula interna renal pueden
aumentar durante la antidiuresis, pero son regulados de
manera compleja.%6

Las células renal es medulares contienen altos niveles de
(glicina) betaina, glicerofosforil colina (GCP), mio-inositol
y sorbitol. Se han propuesto dos funciones para estos os-
molitos 1) Son compatibles, y regulan el volumen celular
(contra altas concentraciones externas de NaCl) sin inhibir
alas enzimasy 2) Las metilaminas (GPC y betaina) son
osmolitos que interactlan y estabilizan las proteinas contra
la perturbacion de la alta concentracion de urea renal .13

L os solutos organi cos activos se han encontrado en altas
concentraciones en la médula renal interna de una amplia
variedad de especies de mamiferos, pero no se ha demos-
trado su existencia en rifiones humanos. Esta demostrado
gue algunos osmoalitos organicos como la glicina betaina,
mio-inositol, sorbitol y glicerofosforil se encuentran en di-
ferentes muestras de tejidos de rifiones humanos que fue-
ron removidos quirdrgicamente por dafios involucrados en
un polo del rifién; también se estudiaron rifiones de perros,
puercos y conejos. Los niveles de osmolitos fueron mayo-
res en la médula mas que en |os cortes de tejidos, 10s resul -
tados muestran en los rifiones humanos una alta concentra-
cion de sorbitol, glicerofosforil colina, glicina betainay
mio-inositol. Se detectaron osmolitos en bajas concentra-
ciones en el musculo esquelético de congjo. Los osmolitos
orgéanicos detectados en humanos son importantes fisiol 6-
gicamente y podrian estudiarse en otros mamiferos como
model os para la investigacion del sistema de osmolitos en
lafuncion del rifion humano.1®

Las células de la médula renal se exponen a altas con-
centraciones de sal durante laantidiuresis. Estas se adaptan
en parte ante la acumulacién de mio-inositol, glicina betai-
na, taurina'y otros aminoacidos, transportandose a través
del fluido intersticial. Este transporte es regulado osmati-
camente por |os cambios en la transcripcion de |os trans-
portadores y por las modificaciones postraduccionales.®

ASPECTOS ENERGETICOS DE LOS ORGANISMOS
HALOFILOS

Lafuente primaria de energia para la expulsion del Na*
y acumulacién de K* por la mayoria de los microorganis-
mos es el gradiente electroquimico de protones (Ap,,*) a
través de la membrana citoplasmatica. Este gradiente elec-
troquimico de protones deriva de |a cadena transportadora
de electrones (en Halobacteriales durante el crecimiento
aerdbico) o del ATP formado durante la fosforilacion por
la actividad de la ATPasa (H*-ATPasatipo F en bacterias,
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H*-ATPasatipo A en organismo haléfilos del phylum Ar-
chage).™ Existe un caso excepcional de la generacion direc-
ta de una fuerza protdn motriz generada por la luz, media-
da por la bacteriorrodopsina en Hal obacterium salinarum
y algunos miembros de Halabacteriaceae, ésta parece ser
una excepcion, més que laregla en los hal6filos del domi-
nio Archaea, y sin embargo, estos organismos pueden cre-
cer heterotréficamente en la obscuridad.*®

Se puede también establecer un gradiente de Na*
(Auy,") aexpensas del gradiente de protones, via los anti-
portadores Na*/H™*; tal actividad ha sido demostrada en las
hal6filas del phylum Archaea®®%, bacterias hal 6filas™ y
eucariontes.8!

El bombeo de protones en los microorganismos que
acumulan solutos organicos también requiere energia para
el bombeo de iones, para mantener su concentracién ionica
intracelular bajay contender con la difusién de sales inor-
ganicas através de sus membranas.

L os antiportadores Na‘/H* se han caracterizado en las
bacterias hal éfilas moderadas que sintetizan solutos orga
nicos, tales como Salinivibrio costicola.”™ Estos antiporta-
dores juegan un papel importante para mantener bajas las
concentraciones de Na*. La actividad del antiportador Na*/
H* de la membrana citoplasmatica de Dunaliella aumenta
cuando las células crecen en altas concentraciones de
NaCl.

La captacion o expulsion de iones de las células juega
un papel importante en la osmoadaptacién de ciertos orga-
nismos. E. coli, por ejemplo, activa un sistema de capta-
cion de iones K* en condiciones de alta osmolaridad; esto
lo realiza con el fin de acumular el ion K* asi como otros
osmolitos.1&

En las células de los mamiferos, la disminucion del vo-
lumen se regula por medio de un choque hipoosm@tico in-
ducido; el hinchamiento de las células se conoce desde
hace tiempo, y es regulado por canales estrechos que cau-
san la salida de osmolitos incluyendo diferentes iones.8®

Las levaduras especificamente controlan la proporcién
intracelular de iones de Na" y K* activamente, por la activi-
dad de unaNa"-ATPasao viael antiportador por H*, hacien-
do uso de los gradientes de protones generados a través de
las membranas citoplasméticay vacuolares, resultantesdela
actividad de las ATPasas y transportadores respectivos.152
Aunque estos mecanismos son importantes para la homeos-
tasis idnica bajo estrés salino, se hainvolucrado también a
varios de | os transportadores con la adaptaci 6n osmética que
ademés pueden ser regulados por sefiales osmaticas. 152

SOLUTOS COMPATIBLES

En los microorganismos hal6filos y hal otolerantes se ha
reconocido un buen niimero de solutos diferentes;> a con-
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tinuacion se presenta una breve recopilacion y seleccién
(Fig. 2) de acuerdo con su distribucién en el reino micro-
biano y su capacidad para acumularse en grandes cantida-
des cuando el microorganismo se encuentra en un medio
salino. El glicerol, por ejemplo, facilita el crecimiento del
alga Dunaliellal® a concentraciones saturantes de NaCl, y
este soluto también se ha encontrado en un gran nimero de
hongos;*® la sacarosa y la trehalosa se han encontrado
principalmente en bacterias no hal6filas y hal6filas ligeras
al crecerlas en concentraciones altas de sal, y también en
las cianobacterias.’%* El glucosilglicerol, principal osmoli-
to estabilizador en las cianobacterias, se sintetiza ante con-
centraciones intermedias de sal,1%* pero también se ha
identificado como un soluto osmatico en las bacterias hete-
rotréficas Pseudomonas mendocina.13 La glicina betaina
es producida por muchas bacterias fotosi ntéticas anoxigé-
nicas hal 6filas®>80 y por la mayoria de las cianobacterias
tolerantesalasal (muchas bacterias heterotroéficas hal 6filas
o halotolerantes que toman del medio la glicina betaina,
obviamente cuando el compuesto se encuentra en concen-
traciones suficientes para poder conferir un balance osmo-
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tico).”®17 Solamente algunos heterétrofos sintetizan glici-
nabetaina, como Actinopolyspora halophilala.5® Laglicina
betaina también se sintetiza junto con otros compuestos en
ciertos organismos metanogénicos hal 6filos del dominio
Archaea.®® La ectoina (&cido carboxilico 1,4,5,6-tetrahi-
dro-2-metil-4-pirimidina) es el principal soluto producido
por las bacterias heterotréficas hal6filas, y también se ha
encontrado en la bacteria fotosintética del género Halorho-
dospira.5*65

Onishi et al;12> estudiaron 119 cepas de levaduras para
determinar |a produccion de polioles, y encontraron que la
mayoria de las especies producen glicerol, arabinitol, y
cierta cantidad de erititritol, y mostraron que las altas con-
centraciones de azlicares o sales en el medio de crecimien-
to cambian €l patrén de fermentacion en muchas levaduras
osmotolerantes, lo cual se reflejé en un incremento en la
produccién de polioles.

El glicerol se sintetiza en dos pasos, a partir de la dihi-
droxiacetonafosfato (Fig. 3). Estos pasos son cataizados res-
pectivamente por la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (Gpd)
NAD dependiente, y la glicerol-3-fosfatasa (Gpp). Paraam-
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bas enzimas, |alevadura posee dos isoformas expresadas dife-
rencialmente GPD1 y GPD2"1920 y GPP1 (RHR2) y GPP2
(HOR2).11181%0 5 cerevisiae también posee genes que codi-
fican para las enzimas glicerol deshidrogenasa (GCY1 Y
YPR1), asi como la dihidroxiacetona cinasa (DAK1 y
DAK?2), que constituyen la via de la degradacién del gliceral.
En lavia parala produccion del glicerol via Gpdp y Gpp, €
NADH se convierte en NAD, mientras que parala utilizacion
del gliceral, éste se convierte en dihidroxiacetona fosfato via
Geylpy Daklp, y en € proceso, reduce a NADP aNADPH.
Asi, un ciclo de la dihidroxiacetona fosfato puede esencial-
mente funcionar como una transhidrogenasa para la intercon-
version de NADH a NADPH.20119 S cerevisiae no tiene
transhidrogenasas para interconvertir el NADH en NA-
DPH8, y por estarazon este ciclo puede tener varios sitios de
control. Existen dos glicerol-3-fosfato deshidrogenasas, una
dependiente de NAD (Gpd1lp y Gpd2p) y una dependiente de
FAD (Gut2p), que participa en € transporte de electrones del
NADH haciael FADH y se encuentradentro de la cadenares-
piratoria mitocondrial.
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1 FlGBP
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Latrehalosa es un disacarido no reductor formado por
dos moléculas de glucosa unidas con un enlace a-1,1, y se
usa como un soluto compatible en las bacterias.®? Este
compuesto también estd ampliamente distribuido en las le-
vaduras y se acumula normalmente durante condiciones de
disminucién de crecimiento, particularmente durante perio-
dos deinanicién y diferenciacion.’6®> Aunque en lafase es-
tacionarialas células de S. cerevisie contienen una concen-
tracion elevada de trehalosa, cuando se crecen en un medio
con un potencial de agua disminuido,'!? |atrehal osa parece
estar jugando un pequefio papel en la osmorregulacion du-
rante las etapas del crecimiento.

Las células de levadura producen y acumulan también
glucégeno, un polisacarido formado por cadenas lineales
de moléculas de glucosa unidas con enlaces o.-1,4, y rami-
ficaciones con enlaces a-1,6. El glucégeno juega el papel
de un carbohidrato de reserva, mientras que la trehalosa
como protector contra el estrés; esto sin embargo, como se
menciond, no estan claro en lalevadura como en las bacte-
rias.9:97 _a trehal osa actlia més bien como protector ante el

Membrana
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\
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estrés térmico y otras formas extremas de estrés osmatico,
como ladesecacién y el congelamiento. Ademés de esto, la
trehal osa juega un papel importante en el control de la glu-
colisis, y potencialmente en el control de larelacién ATP/
ADP de células bajo condiciones de estrés. 252 Por estara-
z0On conviene mencionar de manera general las vias de sin-
tesis de latrehalosay el glucogeno (Fig. 3).

Los niveles de trehalosa y glucégeno son bajos durante
las fases de proliferacién en cultivos en matraz con gluco-
sa como fuente de carbono; el glucdégeno comienza a acu-
mularse en la Ultima parte de la fase logaritmica, antes de
gue la glucosa se consuma en su totalidad; la trehalosa se
sintetiza luego que la glucosa se ha consumido casi com-
pletamente haciendo uso de la glucosaresidual y del etanol
producido durante la fermentacion.>2

La produccién del glucégeno y la trehalosa se ilustran
en laFig. 3; comienza con la conversién de la glucosa 6-
fosfato en glucosa 1-fosfato por la fosfoglucomutasa
(Pgmlpy Pgm2p) y después a UDP-glucosa por la UDP-
glucosa fosforilasa (Ugplp). La expresion de PGM2 y
UGP1 se estimula en diversas situaciones de estrés.®®%* La
produccion de glucdgeno se inicia por la glucogenina, co-
dificada por GLG1y GLG2, la cua produce pequefias ca-
denas unidas a ésta por enlaces a-1,4. Subsecuentemente,
las cadenas son elongadas por la glucégeno sintasa (Gsylp
y Gsy2p) y se ramifica por la enzima ramificadora, Glc3p.
La hidrélisis del glucdgeno es catalizada por una enzima
desramificadora (Gdplp) y la glucégeno fosforilasa
(Gphlp), la cual produce glucosa 1-fosfato. Esta via es
idéntica ala de las células de los mamiferos.>? La expre-
sién de los genes GLGL, GSY1, GSY2, GLC3y GPH1, se
estimula en diversas condiciones de estrés.

Para la produccién de trehalosa, la UDP-glucosay glu-
cosa 6-fosfato se convierten primero en trehal osa 6-fosfato
por accién de latrehal osa 6-fosfato sintasa (Tpslp) y luego
en trehalosa por |la trehal osa 6-fosfatasa (Tps2p). Tpslp y
Tps2p son parte de un complejo que también contiene
Tsl1p y Tps3p. Estos son, probablemente genes alternati-
vos, reguladores o subunidades estabilizadoras, 101102178

MECANISMOS PROPUESTOS DEL EFECTO DE
LOS SOLUTOS COMPATIBLES

La trehal osa muestra caracteristicas de estabilizador de
proteinas y membranas bajo condiciones de estrés, espe-
cialmente durante la desecacion; su efecto protector con-
siste en reemplazar alas moléculas de agua a través de la
uniones polares de sus residuos, la trehalosa previene la
desnaturalizacion de las proteinas y la fusién de membra-
nas; ademas, forma cristales en estado seco, un proceso
gue puede ser requerido para la estabilizacién de las molé-
culas en estado deshidratado.*! Ademés, la trehalosa man-

tiene estables a las proteinas en altas temperaturas y pH
acido. Las propiedades protectoras de |a trehalosa son cla-
ramente superiores a otros azUcares, tales como la sacaro-
sa, convirtiendo a la trehalosa en un protector ideal contra
el estrés#!

Hochachkay Somero (1984)7 establecieron que en los
animales multicelulares, 1os osmolitos organicos juegan un
papel relativamente menor en el balance osmético de los
fluidos extracelulares. El razonamiento de apoyo a esta
idea es que muchas de las maquinarias metabdlicas y bio-
sintéticas de los organismos multicelulares estan en el
compartimento intracelular. Durante un estrés hiperosmoti-
co los osmolitos organicos, tales como aminoécidos libres,
polioles y metilaminas, se acumulan en las células a con-
centraciones elevadas. Estos solutos no afectan la actividad
enzimética como lo hacen las concentraciones elevadas de
sales inorganicas; por ello, se les Ilama solutos compati-
bles.162 |a acumulacion de estos solutos permite el funcio-
namiento de |las enzimas intracelulares. Este patron se de-
muestra, por ejemplo, en los invertebrados marinos
(langostas, moluscos) que acumulan altas concentraciones
de osmolitos orgénicos.?

L os cambios en la osmolaridad externa disparan el flujo
de agua a través del gradiente osmético causando hincha-
miento (y eventualmente lalisis) en medios hipoténicos o
plasmdlisis y la deshidratacién bajo medios hiperténicos.
L os solutos compatibles responden al problema de laele-
vada osmolaridad involucrando una respuesta bifasica en
lacual aumentan los niveles de K/(glutamato), lo cual se ha
observado como una respuesta primaria al fendmeno,* se-
guido de un dramético incremento en la concentracién
citoplasmética (sintesis/captacion),®® los cuales no interac-
tlan con las proteinas; el papel de los solutos compatibles
consiste en una estabilizacion efectiva de la funcion enzi-
mética,? otorgando proteccion contra la salinidad, alta
temperatura, deshidratacion y el estrés térmico. 190177

L os principios moleculares de la funcién de los solutos
compatibles de la exclusion preferencial de la superficie de
las proteinas y de otras macromol éculas citoplasméticas es
la base parala compatibilidad de la natural eza de 1os osmo-
litos.11 Existen tres posibles explicaciones de la exclusion
de esos solutos de la interfase proteina-agua. Un modelo
propuesto por Bull y Breese®* sugiere que |os solutos com-
patibles pueden incrementar la tensiéon de superficie del
agua, incrementando las fuerzas cohesivas con la estructu-
radel agua, haciendo de esta manera mas dificil romper las
interacciones agua-agua, favoreciendo el complejo protei-
na-agua. La solvatacién de la proteina con la baja tensién
de superficie del agua es energéticamente mas favorable, el
volumen de agua puede tender a hidratar a la proteina ex-
poniendo la alta tensién de superficie del agua ala superfi-
cie de la proteina. Segundo, al aumentar la tensién de su-
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perficie, laincompatibilidad estérica juega un papel im-
portante en la exclusion de osmolitos de las superficies ma-
cromoleculares. En contraste con el agua (mismo tamario,
polaridad y potencial de hidrégeno), que es capaz de aco-
modar casi toda la geometria de superficie de la proteina,
muchos osmolitos organicos son largos, rigidos, repletos
de grupos hidrégenos, que son preferencial mente excluidos
de lasuperficie de la proteina, favoreciendo el contacto con
las moléculas de agua. El tercer modelo, la explicacién mas
trivial parala exclusién preferencial, se centraen la exis-
tencia de posibles fuerzas repulsoras entre los solutos y
ciertos grupos de la superficie de la proteina.103

En adicién alateoriadela proteccién por solutos; Cayley
et al.3” han propuesto que el volumen citoplasmético es el
determinante fundamental del crecimiento bajo condiciones
de estrés hiperosméticas y que el efecto secundario del in-
cremento del volumen por la acumulacion de solutos com-
patibles (una consecuencia de la exclusion preferencial de
las macromoléculas citoplasméticas y componentes de
membrana) es la clave para su funcién osmoprotectora. Asi,
los solutos compatibles pueden servir como un papel dual en
la osmorregulacion de las células, restaurando el volumen
celular y la estabilizacion de la estructura de proteinas.3”

DEBARYOMY CES HANSENII

Como se menciond en la introduccién, fue Norkrans en
196621 quien realizo6 los primeros estudios con levaduras
marinas. Su trabajo seinicid con el fin de comprobar si es-
tas levaduras se reproducen en medios alcalinos, con altas
concentraciones de sal (NaCl) y baja temperatura. Encon-
tré una alta tolerancia a la sal para miembros del género
Debaryomyces, Pichia, y Candida. Mas tarde (Norkrans,
1968), estudid larespiracion y lafermentacién de D. han-
senii y otras levaduras en diferentes medios con diferentes
sustratos, y demostré que D. hansenii erala mas tolerante
al NaCl, mostrando hasta un 10% de su actividad adn culti-
vada en 4.4 M NaCl.12

En 1969 Norkrans y Kylin,12 mediante el uso de isoto-
pos radioactivos, estudiaron la captacién y retencién de K*
y Na" en D. hansenii, levadura considerada en esa época
como halotolerante, y de S. cerevisiae una levadura menos
tolerante al NaCl. Realizaron sus estudios en presencia de
4 mM, 0.68, 1.35y 2.7 M de NaCl en el medio de creci-
miento. Encontraron que larelacién de la concentracién de
K*/Na* es mayor en el interior de las células que en €l me-
dio, y que es mayor en D. hansenii que en S. cerevisiae.
Sugirieron que esta diferencia entre las dos cepas puede
deberse alamayor capacidad de D. hansenii de expulsar €l
Na*y captar K*.

El glicerol se ha sugerido como un agente osmaético en
D. hansenii; Gustafsson y Norkrans®”-% estudiaron la con-
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centracién total, intracelular y extracelular de glicerol pro-
ducido por esta levadura en presenciade 4 mM, 0.68y 2.7
M de NaCl en el medio de crecimiento. La concentracion
de glicerol no fue directamente proporcional ala produc-
cién de biomasa, pero se encontré una concentracién de
0.2,0.8y 2.6 M en lafase logaritmica, con |las concentra-
ciones respectivas en el medio de crecimiento. Adler y
Gustafsson® encontraron que el glicerol es el principal po-
liol sintetizado en la fase logaritmica, mientras que el ara-
binitol se produce en la fase estacionaria al cultivarla en
presenciade 4 mM y 2.7 M de NaCl en el medio de creci-
miento; también evaluaron la poza de aminoacidos durante
el crecimiento de D. hansenii, sin encontrar cambios drésti-
COS en su composicion. La cantidad total de aminoacidos
libres, en relacién con el peso seco fue de 15 a 50 % mas
baja en las células cultivadas en 2.7 M NaCl, en compara-
cion con las que se cultivaron en presenciade 4 mM.

También se ha estudiado el crecimiento de D. hansenii
en relacion con el pH y la salinidad; D. hansenii es capaz
de crecer més rapido en presencia de altas concentraciones
de NaCl y en medio alcalino en comparacion con S. cerevi-
siae. Sin embargo, a un pH de 5.2 disminuye €l crecimien-
to de ambas células. El efecto puede atenuarse agregando
sales de &cidos débiles a medio. Cuando D. hansenii crece
en un medio alcalino, acumula mejor al K* que a Na* que
cuando se crece en un medio mas écido.”

Prista et al, 13 estudiaron los efectos del KCI, NaCl y
LiCl en €l crecimiento de D. hansenii, usualmente conside-
rada como levadura halotolerante, y compararon los efec-
toscon S. cerevisiae. EI KCl y NaCl tuvieron un efecto si-
milar en D. hansenii, indicando que el NaCl sélo
representa un estrés osmético, mientras que el LiCl tuvo un
efecto inhibitorio.

En medios con baja concentracion de K*, el Na* fue ca-
paz de sustituir al K*, restaurando la relacién del creci-
miento especifico y la biomasa final. La concentracion in-
terna de Na* alcanz6 valores de hasta 800 mM, sugiriendo
gue el metabolismo de D. hansenii no se afecta a esta con-
centracion elevada de NaCl. Se ha propuesto que el meta-
bolismo de D. hansenii es menos sensible a Na* intracelu-
lar, en comparacion con S. cerevisiae, que el Na* sustituye
al K* cuando el K* es escaso y que el transporte de K* se
favorece en presencia de Na*. En medios donde la concen-
tracion de K* es baja, D. hansenii se comporta como una
levadura hal 6fila.13°

En presenciade 1 M de KCI o NaCl, D. hansenii mues-
tra un aumento en el crecimiento. Muestra también una
baja acidificacién del medio que aumenta con el NaCl, asi
como un aumento de la capacidad de captacion de 8 Rb* y
22 Na'. El transporte de % Rb* es saturable con valores de
Kmy Vmax mas altos para las células cultivadas en NaCl
1 M, mientras que €l transporte de 22 Na+ muestra un com-
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ponente de difusion, que también es mayor en las células
cultivadas en NaCl. Los niveles de ATP son mayores tam-
bién en las células que se cultivan en NaCl. Al incubar con
glucosa las células crecidas en presencia de KCI, alcanzan
valores similares a las que crecieron en NaCl; estos datos
fueron reportados por Thomé-Ortiz et al; 168 estos autores
proponen la existencia de tres posibles mecanismos de
transporte de iones a) una ATPasa funcional que contribu-
ye al bombeo de protones, que genera una diferencia en el
potencial de membrana que es aprovechado para transpor-
tar K* (6 Na*) através de un uniportador; b) un sistema
intercambiador de K*/H* ; y ¢) y un posible intercambiador
cation/cation muy rapido.%8 Nosotros, por otra parte, en-
contramos que el transporte de sodio si es saturable, y Tho-
mé-Ortiz et al., encontraron un comportamiento de difu-
sion debido a que utilizaron concentraciones bajas de Na*
en su trabgjo (datos no publicados).

Se han reportado aplicaciones biotecnolégicasaD. han-
senii*24585 uno de |os aspectos en que esta levadura ha sido
empleada es |a produccién de xilitol, que se utiliza amplia-
mente en la industria alimenticia por su poder endul zante,
sus propiedades anticaries, y por la tolerancia que presen-
tan los diabéticos a este paliol.

D. hansenii eslalevaduramés comin encontrada en todo
tipo de quesos, en contraste con otras especies de levaduras
tales como Candida vini o C. zeylanoides, cuya presencia
depende de las caracteristicas del queso.>3 D. hansenii es
también comdn en los productos | 4cticos,5 congruente con
su capacidad de crecer en presencia de sal y bajatemperatu-
ra. Esta levadura es capaz de metabolizar &cido l&ctico y ci-
trico; esto implica una actividad proteoliticay lipolitica du-
rante la maduracién de los quesos. Aunque D. hansenii se
considera no patégena, se ha presentado un caso de infec-
cién en hueso asociado con esta levadura.l™

También se ha evaluado la asimilacion de carbohidra-
tos, como pentosas y hexosas, ya sean solas 0 en mezclas
de los dos azUcares. Se ha observado que el crecimiento de
D. hansenii en presencia de pentosas es lento en compara-
cion con las hexosas, pero los valores obtenidos en el ren-
dimiento de biomasa son similares en presencia de cual-
quiera de estos azlicares. Sin embargo, cuando se mezclan
estos dos tipos de azlcares, el consumo de una fuente de
carbono no inhibe el consumo de la otra.1’

El desarrollo de las técnicas moleculares se ha emplea-
do paralaconstruccién de pruebas especificas paralaiden-
tificacion rdpiday precisa de un gran nimero de cepas ais-
ladas de quesos;* se han desarrollado métodos rapidos y
sensibles para laidentificacion de D. hansenii, basados en
la hibridizacion de secuencias especificas para cada espe-
cie. La especificidad de esas pruebas se reafirma por la hi-
bridizacion del DNA de varias especies de levaduras en-
contradas cominmente en |0s quesos.

Otro avance més relacionado con €l estudio de D. han-
senii es la clonacién y expresion de dos genes codifican-
tes para la Na*-ATPasa; |os dos genes fueron clonados y
secuenciados. L os genes, designados ENA1 de D. hanse-
nii (DhENA1y DhENA?2), mostraron alta homologia con
los correspondientes de Schwanniomyces occidentalis.
DhENA1 se expreso en presencia de altas concentracio-
nes de Na*, mientras que la expresion de DhENA2 requi-
rio la presencia de un pH elevado.®

BIOTECNOLOGIA

Algunos organismos hal 6filos extremos del phylum Ar-
chae contienen pigmentos unidos a las membranas, |a bac-
teriorrodopsina (BR) y halorrodopsina, que les permite
usar laluz y convertirla para utilizarla en sus procesos bio-
energérticos mediante la generacion de gradientes de H* y
Cl-, respectivamente.1?® Otra aplicacion de la BR es lare-
novacion de la energia bioguimica; por ejemplo la conver-
sion de ADP hacia ATP; tal como el sistema de recicla-
miento solar el cual puede ser de interés en los procesos
biotecnol 6gicos que necesitan gran cantidad de ATP.%°
Otra aplicacion patentada de la BR es su uso como un bio-
elemento en un sensor de movimiento! y de iméagenes en
biocomputadoras.?*

El interés biotecnol dgico por |os solutos compatibles
ha aumentado, y sus aplicaciones como biomoléculas
estabilizadoras (enzimas, DNA, membranas) de células,
antagonistas de las sales y agentes protectores contra el
estrés. Uno de los osmolitos més abundantes es |a ectoi-
na. Las ectoinas son comunes en eubacterias aerdbicas
heterotroéficas.®®

Una de las aplicaciones més prometedoras es el uso de
laectoina como estabilizador de lareaccion en cadenadela
polimerasa (PCR).1%°

La trehalosa, un osmolito en varias bacterias hal otole-
rantes, puede utilizarse como crioprotector parael congela
miento de biomoléculas, pero también parala conservacién
de los microorganismos, ya que la estructura de las mem-
branas es preservada en presencia de este disacarido.>®

Los liposomas son usados en medicamentos y cosmé-
ticos para el transporte de los compuestos hacia sitios
especificos en el cuerpo. Los lipidos unidos a éteres de
hal 6filos del phylum Archae tienen una alta estabilidad
guimicay resistencia contra las esterasas y de esta ma-
nera tienen una alta tasa de sobrevivencia comparada
con los liposomas que estan basadas en derivados de
écidos grasos.>%57

La mayoria de las enzimas de |os microorganismos ha-
|6filos se inactivan o desnaturalizan a concentraciones por
debajo de 1 M de NaCl.2 Su alta solubilidad en soluciones
altamente concentradas de NaCl dificulta la aplicacion de
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los procedimientos cromatogréficos.*® La adaptacion de las
enzimas haléfilas a nivel molecular ha sido revisada por
Madern et al.1% L os aminoécidos activos son ampliamente
usados como intermediarios en la semisintesis de antibi6ti-
cos, hormonas peptidicas y pesticidas. Una ruta quimioen-
zimética para la sintesis de D-aminoécidos involucra la
conversion de DL-5-hidantoinas. Estas son asimétricamen-
te hidrolizadas a N-carbamoil D-aminoacido por una hi-
dantoinasa especifica (dihidro-pirimidasa). El producto es
convertido quimicamente a los correspondientes D-ami-
noécidos bajo condiciones acidas. Joshi et al.,% patentd un
proceso para la preparacién de D(-)N-carbamoilfenilglici-
na (CPG), usando hidantoinasa del haléfilo Pseudomonas
sp. ATCC 55940. La cepa fue aislada del agua de mar y se
describe que crecié en presencia de NaCl al 7% (w/v) y
sintetizo de 5-6% de CPG en 10-15 h.

Una serina extracelular de un haléfilo extremo, Halo-
bacterium halobium (ATCC 43214), es un excelente catali-
zador para la sintesis de péptidos, particularmente para los
péptidos que contienen glicina. Las enzima requiere 4 M
NaCl para obtener la actividad catalitica y la estabilidad
optima en soluciones acuosas.>*

Recientemente se aislaron de medios hipersalinos 99 ce-
pas de la halotolerante Bacillus, la mayoria de las cuales
crecen en medios con 20-25 % (w/v) de NaCl.%8 Su descu-
brimiento es de gran importancia biotecnol égica porque
muchos de estos microorganismos producen industrial-
mente muchas hidrolasas.

Los microorganismos halotolerantes juegan un papel
esencial en varios procesos de fermentacién que ocurren en
presencia de sal; pueden catalizar |a fermentacién produ-
ciendo varios compuestos que dan el sabor y aroma de los
productos finales.

L os organismos halofilicos producen una amplia varie-
dad de biomoléculas estables que pueden ser usadas para
aplicaciones practicas; producen enzimas estables (enzi-
mas hidroliticas, tales como DNAasas, lipasas, amilasas,
gelatinasas y proteasas) capaces de funcionar bajo condi-
ciones que normalmente suelen llevar ala precipitacion o
desnaturalizacién de muchas proteinas. Las proteinas de
los organismos hal 6filos compiten efectivamente con las
sales para la hidratacion, una propiedad que puede resultar
en la resistencia en los medios con baja actividad de agua,
como en presencia de solventes organicos.*®

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

L os organismos hal 6filos son una clase interesante de
organismos extremofilicos que se han adaptado a condicio-
nes hipersalinas, son capaces de competir exitosamente por
el aguay resistir los efectos desnaturalizantes de las sales.
Estos organismos aparecen en la mayoria de |os géneros,

Estrategias de adaptacion de microorganismos haléfilos y Debaryomyces hansenii 151

Rev Latinoam Microbiol 2002; 44 (3-4): 137-156

como por ejemplo: las algas verdes fotosintéticas, las cia-
nobacterias, las bacterias plrpuras y verdes, las bacterias
sulfuro oxidantes, anaerobios fermentativos, |as bacterias
reductoras de sulfato, las bacterias heterotréficas Gram-ne-
gativas y Gram-positivas.

El interés por conocer la diversidad de microorganismos
gue se encuentran en medios hipersalinos esta creciendo gra-
cias d estudio de los mecanismos moleculares de adaptacion a
las condiciones hipersalinas. Los organismos hal éfilos pare-
cen excluir las sales por medio de la sintesis de una cantidad
igual 0 mayor de solutos compatibles sin carga 0 mantener
macromol éculas estables que puedan resistir los efectos des-
naturalizantes de la sal. Los genes involucrados en la sintesis
y acumulacién de solutos compatibles y su regulacion ha co-
menzado a ser e foco de recientes investigaciones.*

L os mecanismos involucrados en latoleranciade lale-
vadura haléfila D. hansenii ala sal y los propuestos por
Prista et al;1%° contindian bajo investigacion, y se halo-
grado establecer algunas de sus caracteristicas fisiol 6gi-
cas. En nuestro grupo de trabajo estudiamos laresistencia
al estrés salino y alcalino de D. hansenii, algunas funcio-
nes metabdlicas y la produccién de algunos solutos com-
patibles, todo con el fin de obtener el conocimiento gene-
ral de las caracteristicas fisiol6gicas de esta levadura
hal6fila, y contribuir en la caracterizacion general del
comportamiento de los organismos hal6filos. También
pensamos realizar andlisis de microarreglos, que nos pue-
den proporcionar datos cuantitativos, en los cuales pode-
mos definir los niveles de expresion. Se pueden disefiar
andlisis de microarreglos, en los cuales se pueden instru-
mentar diferentes condiciones experimentales y tiempo
de exposicién alas diferentes condiciones de estrés y ob-
tener datos sobre el curso del tiempo, con el cambio en
los niveles de expresion y con ciertas limitaciones, pode-
mos concluir también las razones de cambio. Datos simi-
lares pueden ser obtenidos de la expresion global de pro-
teinas. Nosotros también podemos medir, el nivel y la
proporcion de cambio de muchos metabolitos durante la
adaptacion a cualquier condicion de estrés.

Ladisponibilidad de las secuencias completas de geno-
mas ha facilitado los avances en el campo de la adaptacién
osmoética. La comparacién de los genomas, acoplados con
el avance de la protedmica, facilita la rapida deteccion de
nuevos sistemas empleados por 1os microorganismos hal 6-
filos o halotolerantes para adaptarse a las diversas formas
de estrés en las cuales se encuentran.

Los andlisis estructurales de algunos sistemas aislados
usando técnicas como difraccién de rayos X, acoplados
con lareconstitucién artificial de membranas, proporcio-
nan informacién importante en relacién con la estructura y
funcion de esos sistemas aislados, complementado con un
riguroso andlisis cinético de |los mecanismos de activacién,
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en relacion con los estudios estructural es de los componen-
tes del sistema, deben de indicarnos la presencia de ciertas
maodificaciones estructural es que puedan tener un papel en
la respuesta a la osmoadaptaci én.

L os principales cambios que hay que aclarar es como las
sefiales son percibidas, en relaciéon con laampliay complga
causa-efecto que se presenta bajo condiciones de estrés; dada
ladiversidad de los sistemas involucrados y las multiples se-
fales fisiol6gicas (osmolaridad internalexterna, presion de
turgencia o los parametros relacionados tales como la tension
de membrana), los mecanismos moleculares de osmoadapta-
cién se mantienen alin no compl etamente entendidos.

L os organismos hal 6filos proveen oportunidades sig-
nificativas para la biotecnologia. Como resultado de los
cambios naturales y los promovidos por el hombre, los
ambientes hipersalinos van en aumento. Los ambientes
hipersalinos pueden ser facilmente creados por la concen-
tracion del agua de mar en medios aridos, principalmente
en las lagunas costeras. Estos factores, junto con la pre-
sencia de nuevas biomol écul as establ es en |os organismos
hal 6filos, sugieren que estos organismos pueden ser muy
importantes en el futuro.
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