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Presentación del manuscrito 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio del Dr. Antonio Peña Díaz, en el Instituto de 

Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autonóma de México. El proyecto central de 

doctorado que se describe en esta tesis (parte 1), consistió en evaluar algunas propiedades del 

transporte de sodio y potasio en la levadura halófila Debaryomyces hansenii; este trabajo originó 

tres publicaciones que aparecieron en las siguientes revistas: Revista Latinoamericana de 

Microbiología, Ciencia Nicolaita y Yeast. 

La parte 11 de esta tesis se desarrolló por la inquietud de ampliar el conocimiento sobre el, o 

los mecanismos con que Debaryomyces hansenii puede adaptarse a altas concentraciones de sal 

en el medio, y que pueden participar en el balance osmótico de las células, mediante pequeñas 

moléculas sintetizadas por ellas, o tomadas del medio donde se encuentran disponibles; este 

trabajo complementario ha dado lugar a dos trabajos sometidos a revisión en Ciencia Nicolaita, 

Extremophiles, que se incorporan a este manuscrito en formato PDF. Actualmente se están 

realizando experimentos para preparar un último artículo en el cual se evaluaron las actividades 

de algunas enzimas glucolíticas y algunos intermediarios de esta vía metabólica en condiciones 

de estrés salino, cuyos resultados se piensa enviar a la revista Yeast o Extremophiles (datos no 

mostrados) . 

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 
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Resumen 

Debaryomyces hansenii, una levadura halófila que se encuentra en el mar y algunos productos 

alimenticios con alto contenido de sal, tiene un crecimiento óptimo en pre~encia de 0.6 M de 

NaCl o de KCl, y acumula altas concentraciones de Na+ o de K+. Después de cultivarla en 

presencia de NaCl o KCl, al incubarla en presencia del catión "opuesto", KCl o NaCl , 

respectivamente, muestra una salida rápida del catión acumulado acompañado por una 

acumulación más lenta del catión presente en el medio de la incubación. Sin embargo, se observó 

una salida rápida semejante del catión acumulado al incubar las células en una solución 

amortiguadora (pH 6 o 8), en ausencia de cationes externos. Esto indica la posible presencia de 

un canal iónico que permite la salida del catión acumulado. Para el transporte de iones D. 

hansenii mostró una cinética de saturación que se ajusta a un solo componente para la captación 

de cationes de 86Rb+ y de 22Na+, mostrando una afinidad mucho más alta para 86Rb+ que para 
22Na+. La influencia del pH sobre las constantes cinéticas fue similar para ambos cationes y 

aunque los valores del Km eran más altos a pH 8, se presentó también un aumento en los valores 

de Vmax. Se evaluó la acumulación de 22Na+ encontrando que ésta fue mayor para las células 

crecidas en la presencia de 0.6 M de NaCI. También se estudió la acumulación del 86Rb+ y se 

encontró un comportamiento similar, pero a un grado ligeramente mayor. La cinética de la 

inhibición del transporte de 22Na+ por el KCl y la de 86Rb+ por NaCl mostraron un 

comportamiento de inhibición no competitivo. Puede concluirse que el mecanismo de adaptación 

de D. hansenii a la sal, principalmente al Na+, no consiste en la exclusión del catión, sino que 

probablemente sus sistemas metabólicos sean resistentes a las altas concentraciones de los 

cationes acumulados. 

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ IJERNANDEZ 
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Abstract 

Debaryomyces hansenii, a halophile yeast found in sea water and salty food products grows 

optimally in 0.6 M of either NaCI or KCI, accumulating high concentrations of Na+ or K+. After 

growth in NaCI or KCI, a rapid efflux of either accumulated cation was observed if the cells were 

incubated in the presence of the "opposite" cation, that is, KCI or NaCI , respectively, 

accompanied by a slower accumulation of the cation present in the incubation medium. However, 

a similar, rapid efflux was observed if cells were incubated in buffer, in the absence of externa! 

cations. This fact led us to postulate the existence of an ionic channel in charge of the rapid efflux 

of either cation . This yeast showed a cation uptake activity for both 86Rb+ and 22Na+ with 

saturation kinetics, with a much higher affinity for 86Rb+ than for 22Na+. The pH dependence of 

the kinetic constants was similar for both cations, and although Km values were higher at pH 8, 

there was also an increase in the Vmax values. The accumulation of 22Na was found to be 

increased in cells grown in the presence of 0.6 M NaCI. 86Rb+ was also accumulated more in 

these cells, but to a slightly greater extent. The inhibition kinetics of the uptake of 22Na+ by K+, 

and that of 86Rb+ by Na+ was found to be noncompetitive. It can be concluded that the 

mechanism of Na+ tolerance of D. hansenii is not excluding this cation, but instead, its metabolic 

systems must be resistant to high salt concentrations. 

M. En C. J UAN CARLOS GONZALEZ fIERNA NDEZ 2 
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Introducción 

La levadura es un hongo unicelular que se reproduce por gemación o por fisión . Esta 

definición comprende una amplia variedad de organismos, entre los que se encuentran los 

ascomicetos y los basidiomicetos (Rose y Harrison, 1987). 

Se han descrito muy diversos hábitats naturales en donde las levaduras aparecen en una 

amplia densidad de población y con una gran adaptación, según su naturaleza (Rose y Harrison, 

1987). Debaryomyces hansenii es uno de los ascomicetos más comunes en las aguas marinas, 

tiene una amplia tolerancia al estrés salino y es capaz de aprovechar muy diversas fuentes de 

carbono (Droop y Ferguson, 1968). 

Como todos los microorganismos, las levaduras deben contar con una gran cantidad de 

condiciones internas específicas y balanceadas para el crecimiento celular y su función óptima, 

pero las fluctuaciones del medio pueden influir o perturbar sus funciones celulares. Esas 

perturbaciones pueden alterar las actividades enzimáticas, afectar el flujo metabólico, 

desestabilizar la estructura celular, o perturbar los gradientes químicos o electroquímicos. Por 

esto, las células deben ser capaces de proteger y mantener rasgos críticos de la homeostasis 

interna en contra de las condiciones externas variables. En ambientes más diluídos que el medio 

interno de una célula, la entrada de agua es prevenida por el desarrollo de una presión de 

turgencia. Durante la exposición a altas concentraciones de sal, los organismos enfrentan efectos 

combinados de estrés debido al aumento de la concentración de electrolitos y el bajo potencial de 

agua. El estrés salino causa cambios en la célula y una pérdida de la turgencia, que pueden 

llevarla a la disminución e inclusive al cese del crecimiento celular. Por otra parte, las levaduras 

en general, suelen adaptarse a esta situación, primeramente por la exclusión de estos iones del 

citoplasma, o bien mediante la restauración osmótica, produciendo solutos que ayudan a restaurar 

la turgencia y el volumen celular (Hohmann, 2002). 

Crecimiento y contenido intracelular de iones 

Un análisis comparativo de 42 especies de levadura realizado para evaluar la tolerancia al 

NaCl, llevó a la clasificación de cuatro grupos (Lages y cols., 1999). Entre las levaduras más 

sensibles, las cuáles tienen un máximo de tolerancia de O a 1 M NaCl, se encontró 

Schizosaccharomyces pombe y Pichia stipitis; mientras que Saccharomyces cerevisiae y 

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ llERNANDEZ 3 
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Zygosaccharomyces rouxii fueron clasificadas como levaduras con un máximo de tolerancia entre 

1 y 2 M de NaCI. Pichiafarinosa muestra un crecimiento óptimo en medios que contienen de 2 a 

3 M de NaCI. Entre las células que tienen una máxima tolerancia al NaCI y la capacidad de crecer 

dentro de concentraciones de 3 a 4 M de NaCl, se encuentran diferentes especies de Candida y D. 

hansenii. 

Los microorganismos halófilos son aquellos que se encuentran en los ambientes hipersalinos, 

pero se diferencian de los halotolerantes porque son capaces de reproducirse y realizar sus 

funciones metabólicas de una manera más eficaz en presencia de altas concentraciones de sales 

que en su ausencia. Hay dos diferentes estrategias fundamentales en el mundo microbiano que 

permiten a ciertos microorganismos sobrellevar un estrés osmótico debido a la presencia de una 

alta concentración de sal. a) Las células mantienen altas concentraciones intracelulares de sal, 

osmóticamente o al menos equivalentes a la concentración externa de sal ("salt-in" strategy); 

algunos sistemas intracelulares deben adaptarse a la presencia de altas concentraciones de sal. b) 

Las células mantienen bajas concentraciones de sales en su citoplasma ("compatible-solute" 

strategy). La presión osmótica del medio es balanceada por solutos compatibles y no se requiere 

de una adaptación especial de los sistemas intracelulares (Bayley y Morton, 1978; González

Hernández y Peña, 2002). 

Halo filia 

Aunque las sales se requieren para todas las formas de vida, los microorganismos halófilos se 

distinguen o clasifican por el requerimiento de condiciones hipersalinas para su crecimiento: los 

halófilos ligeros muestran crecimiento óptimo dentro de una concentración de NaCl que oscila 

entre 0.2 y 0.85 M (2-5%): los halófilos moderados, crecen entre 0.85 y 3.4 M (5-20 %) de NaCl, 

y por último, los halófilos extremos, crecen de 3.4 a 5.1 M (20-30%) de NaCI. En contraste, los 

organismos no halófilos sólo pueden crecer por debajo de 0.2 M de NaCI. Los organismos 

halotolerantes son aquellos que pueden crecer en presencia y en ausencia de altas concentraciones 

de sal. Muchos organismos halófilos y halotolerantes pueden crecer dentro de un amplio margen 

de concentración de sal, con requerimiento o tolerancia para algunas sales, dependiendo del 

medio y de los factores nutricionales (DasSarma y Arora, 2001). 

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 4 
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El ión potasio, catión intracelular preferido, y la toxicidad del Na+ 

En la naturaleza es un hecho intrigante que el potasio (K+), sea uno de los cationes que 

preferentemente acumulan las células, como catión intracelular más que el sodio (Na+), a pesar de 

la similitud entre los dos cationes. Sólo existe una pequeña diferencia en el radio iónico de estos 

dos iones; el efecto sobre la estructura de las proteínas es similar (Yancey y cols., 1992). Sin 

embargo, el K+ ha sido seleccionado y mantenido como el catión regular dentro del medio 

intracelular de muchos organismos, por lo que tiene una mayor compatibilidad con las funciones 

celulares en comparación con el Na+. Esto se apoya en las diferencias de las propiedades de 

hidratación de los dos iones, argumentando que las células han seleccionado el K+ para promover 

la formación del agua menos limitada, y por lo tanto más reactiva. 

El transporte del potasio en la levadura 

El K+ es un componente indispensable para todas las formas celulares, y todas dependen de la 

captación, y eventualmente de la liberación de K+ para crecer y mantenerse. Es también conocido 

que las células en la mayoría de los medios naturales contienen altas concentraciones de K+ en su 

interior, usando diferentes tipos de transporte del catión. Los primeros experimentos enfocados 

para explicar el mecanismo de la captación del K+ en células eucarióticas (diferentes a las de 

mamífero), mostraron que en las levaduras el K+ parecía ser intercambiado por protones (H+) 

(Rothstein y Bruce, 1958; Conway y Downey, 1950). 

Probablemente fue S. cerevisiae el organismo en el cual se realizaron los primeros estudios 

formales sobre el transporte de iones, en especial del K+. El grupo de Conway observó primero la 

producción de una gran cantidad de ácido (H+) por la levadura (Conway y O'Malley, 1946), y 

realizó estudios orientados a definir el mecanismo del transporte del K+, en los cuales observó 

una relación prácticamente estequiométrica de 1: 1 entre la entrada de K+ y la salida de H+ al 

medio durante la fermentación (Conway y O'Malley, 1946). Esto lo llevó a postular que la 

entrada de K+ y de otros iones a la célula se lleva a cabo preferentemente por un sistema de 

transporte o acarreador fisiológico de K+, y se propuso una "bomba" que podía funcionar como 

una bomba de protones que simultáneamente introducía al K+ a la célula, mediante un mecanismo 

eléctricamente neutro, impulsado por el potencial redox de la célula (Conway y Brady, 1950; 

Conway y cols., 1950). Este es un proceso importante, no sólo para la célula, sino también desde 

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 5 
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el punto de vista industrial; S. cerevisiae, al entrar en contacto con el medio, tiene la capacidad de 

acidificarlo, expulsando H+ en intercambio con K+, y dado que las fermentaciones industriales 

suelen llevarse a cabo en anaerobiosis, ello le permite estar mejor adaptado más que otros 

organismos que no tienen la capacidad de sobrevivir en medio ligeramente ácido. 

La solución del problema se abrió a partir de los experimentos de Rothstein y Demis (1953), 

quienes encontraron que la fermentación se estimula en presencia de K+ extracelular, y en otro 

estudio, se encontró que la adición de K+ también estimula la respiración (Peña y cols., 1969). 

Mediante experimentos de transporte y aplicaciones cinéticas, también fue la levadura en la que 

por primera vez se demostró la presencia de un acarreador de K+ (Conway y Duggan, 1958; 

Rothstein y Bruce, 1958), pero manteniendo la hipótesis de la existencia de un intercambiador 

que transporta simultáneamente los H+ al exterior y el K+ al interior, ambos en contra de un 

gradiente de concentración inducido por la energía libre de las reacciones de óxido-reducción del 

metabolismo celular (Conway y cols., 1950). 

Algunos años después, Peña y cols. (1972), propusieron la existencia de una bomba de 

protones en la forma de una ATPasa, capaz de bombear protones y generar un potencial 

electroquímico, negativo y alcalino en el interior de la célula, cuyo componente eléctrico 

representaba el impulso para la entrada del K+ a la célula por un transportador diferente de la 

ATPasa. Poco después, el grupo de Slayman propuso un mecanismo semejante para la membrana 

plasmática de Neurospora crassa utilizando la energía libre de hidrólisis del ATP para bombear 

H+ fuera de la célula (Slayman y cols., 1973). La propuesta fue apoyada luego en forma definitiva 

mediante diversos enfoques experimentales (Peña, 1975). 

Los principales datos que apoyan la idea son las observaciones (Peña y cols., 1972) de que el 

pH alcalino del medio de incubación sin K+ estimula ambos procesos celulares (fermentación y 

respiración), y que ésto se acompaña de una salida rápida de W; además de que la salida de H+ se 

acelera al agregar K+, pero sólo cuando el pH del medio es ácido (4). Se encontró que tanto la 

adición de K+ como el aumento del pH del medio producen una rápida disminución de los niveles 

de ATP y un aumento de ADP y fosfato inorgánico (Rothstein y Demis, 1953; Peña, 1975). Dado 

que el elemento común es un aumento del bombeo de protones al exterior, de acuerdo con la 

teoría quimiosmótica de Mitchell (Mitchell , 1961; Mitchell y Moyle, 1969), se propuso que en 

ambos casos se estimula la actividad de una ATPasa que bombeaba protones al exterior y que, 

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 6 
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ante la adición del K+, el potencial transmembranal, que impulsa al K+ al interior, se abatiá, 

aumentando la actividad de la ATPasa y el bombeo de protones. En vista de que esta ATPasa se 

estimula en medio alcalino, en el cual no hay transporte de potasio sino sólo el bombeo de 

protones, se propuso su existencia como una entidad separada, pero acoplada al transporte del K+ 

a través del potencial electroquímico. 

También para demostrar que el transporte del K+ implicaba dos sistemas diferentes, una 

A TPasa de protones y un acarreador del catión, se utilizaron di versos inhibidores, entre los cuales 

se encuentran las alquilguanidinas y algunos colorantes catiónicos, como la safranina, azul de 

metileno, bromuro de etidio, entre otros (Peña y Ramírez, 1975; Peña, 1973; Peña y cols., 1979), 

que inhiben el transporte del potasio, pero no el bombeo de protones. 

En N. crassa el efecto del pH extracelular sobre el transporte de cationes sugirió que la 

entrada de K+ y la salida de H+ se podían explicar en términos de la existencia de una bomba de 

protones (Slayman y cols., 1973). 

El potencial transmembranal y el transporte del K+ 

Mitchell postuló que el intermediario en la fosforilación oxidativa era un gradiente de 

protones creado a través de la membrana (Mitchell, 1961; Mitchell y Moyle, 1969). La idea 

central de su hipótesis establece que la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias o 

de las bacterias aeróbicas está acoplada a la síntesis de A TP mediante un potencial 

electroquímico de protones ~µH+, que se crea a través de las membranas transductoras de energía 

y es necesario también para mover los iones al interior de las mitocondrias (o las bacterias) en 

contra del gradiente de concentración química mediante sistemas de transporte específicos. 

Otra de las contribuciones importantes de Mitchell consistió en postular que la ATPasa 

mitocondrial, al hidrolizar al ATP, puede bombear protones al exterior de la membrana, pero que 

es una enzima reversible, que en presencia del gradiente electroquímico de W lo utiliza para 

sintetizar el ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico; propuso inclusive cambiar el nombre de 

ATPasa por ATPsintetasa o sintasa (Mitchell, 1961; Mitchell y Moyle, 1969). 

En experimentos con desacoplantes se observó que, con glucosa como sustrato, se inhibe el 

transporte del K+ sin disminuir los niveles de ATP, y que su efecto depende de la dirección de los 
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gradientes combinados de ir y K+ o del potencial electroquímico de la célula, de acuerdo con la 

capacidad reportada para conducir ir a través de la membrana. Esto demostró la existencia de 

una bomba de ir (Ir -ATPasa), responsable de crear el potencial electroquímico que involucra 

el transporte de potasio de una forma acoplada pero independiente (Peña, 1975), de acuerdo con 

la hipótesis quimiosmótica (Mitchell y Moyle, 1969). 

Hay varios mecanismos para la formación de los potenciales electroquímicos a través de las 

membranas biológicas. Desde luego que en la levadura el más importante es el generado por el 

bombeo de H+ por la A TPasa de la membrana plasmática, y se pueden cuantificar, según el 

mecanismo, por la teoría de Nemst o la de Donnan que permiten calcular la magnitud del 

potencial o describir la relación de concentración de los iones. 

Al acumularse el K+, éste utiliza y por tanto disminuye el potencial de membrana formado 

por el bombeo de Ir, permitiendo aumentar el gradiente de protones (~pH) y disminuyendo en 

parte el gradiente eléctrico (~\jf), cuyo valor aún se discute, pero que se estima en cerca de -200 

mV en S. cerevisiae (Eddy y cols., 1970). 

La confirmación de la ir-ATPasa de la membrana plasmática como componente responsable 

del bombeo de H+ capaz de generar un gradiente electroquímico, provino de estudios con 

mutantes de la levadura deficientes en la respiración y con inhibidores de la ATPasa de 

membrana plasmática. Con estas mutantes de S. cerevisiae, Serrano (1980) observó que el 

dietilestilbestrol y la diciclohexilcarbodirnida (DCCD) inhibía la actividad de la ATPasa y el 

bombeo de H+ de una manera específica, sin afectar los niveles de ATP celular ni la 

permeabilidad de los protones; con lo que concluyó que la actividad de la ATPasa de membrana 

plasmática está implicada en el bombeo de protones en la levadura. 

Posteriormente, se obtuvo una evidencia más directa de la actividad del bombeo de H+ por la 

ATPasa de membrana plasmática y la electrogenicidad del proceso, al ser purificada la enzima y 

reconstituirla en liposomas, tanto a partir de S. cerevisiae (Malpartida y Serrano, 1981), como de 

Schizosaccharomyces pombe (Dufour y col s., 1982). En estos sistemas, el A TP se hidroliza del 

lado externo de la membrana y la entrada de H+ genera un potencial de membrana positivo en el 

interior durante la hidrólisis. La naturaleza electrogénica del bombeo de H+, se demostró por la 

transposición de H+ que sólo tiene lugar en presencia del K+ y el ionóforo valinomicina para 

compensar las cargas. 
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Finalmente, Serrano y cols. (1986), clonaron y obtuvieron la secuencia nucleotídica y de 

aminoácidos de la enzima H+-ATPasa de S. cerevisiae, y otros investigadores las de otras 

levaduras y hongos (Goffeau y Slayman, 1981). 

Los cambios del pH intracelular y el transporte de H+ en S. cerevisiae 

Durante la actividad metabólica celular se genera una diversidad de compuestos que tienden 

a producir una acidificación interna; por esta razón, la medida del pH interno es un tema de 

importancia en el área, ya que el pH determina distintas características importantes de la 

estructura y actividad de varias moléculas y procesos biológicos (incluyendo los de transporte) y, 

por lo tanto, del comportamiento general de las células. Si además, una buena parte de los 

fenómenos de transporte de la levadura dependen de la actividad de una ATPasa que bombea H+ 

al exterior, es necesario tener información sobre los cambios del pH intracelular, pues esta H+

ATPasa aumenta su actividad cuando la célula transporta K+, o al aumentar el pH del medio. Ya 

sea por un método o por otro, los diferentes grupos de investigación han tratado de determinar los 

valores y la respuesta del pH interno ante diferentes condiciones de incubación. Así, Peña y cols. 

(1972), reportaron que el pH externo influye de una manera directa en el pH interno, y si se añade 

glucosa como sustrato, el pH aumenta, gracias al bombeo de protones. Este dato fue confirmado 

posteriormente mediante una técnica más precisa (Peña y cols., 1995). 

Por otro lado, el pH interno también depende del estado metabólico de la célula y de las 

diferentes condiciones de cultivo; pero a pesar de que existe una tendencia de la célula a 

mantener la concentración interna de H+ dentro del intervalo de operación óptima de varias 

enzimas citoplásmicas (Roos y Boron, 1981), es claro que la constancia del pH intracelular 

representa un estado estacionario y no de equilibrio real, en el que participan, inclusive, como en 

el caso de S. cerevisiae, la producción de ácido carbónico y otros ácidos orgánicos débiles por 

parte de la célula (López y cols., 1999). 

La regulación del pH interno de la levadura 

El principal mecanismo por el cual la levadura elimina los protones consiste en su 

transposición a través de la membrana por medio de la H+-ATPasa, con lo cual retiene una 
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cantidad considerable de aniones de ácidos débiles producto de su metabolismo. Esto lleva a la 

discusión sobre el papel regulador de la H+-ATPasa de la membrana plasmática en el pH interno 

de la célula. Considerando que es esta enzima la que se deshace de una gran parte de los H+ 

derivados del metabolismo, podría decirse que sí regula el pH interno; sin embargo, parece 

tratarse más bien de una capacidad de la enzima simplemente para bombear W, pero no a un 

papel regulador propiamente dicho (Roos y Boron, 1981). El bombeo de H+ por parte de la W

ATPasa da lugar a que el medio externo se acidifique; pero en presencia de glucosa, que se 

esperaría produjera valores más bajos de pH que en presencia de etanol, por la producción de 

C02 y el ácido carbónico derivado de su hidratación, en realidad es más alto (Conway y cols ., 

1950., López y cols., 1999). De esta manera, el bombeo de W por la W-ATPasa de la membrana 

plasmática, en especial a valores altos de pH externo, o aún a pH bajos en presencia de K+, da 

lugar a una alcalinización del citoplasma, como resultado neto de la acumulación de bicarbonato 

(Peña y cols., 1969, 1972). Resulta entonces que la A TPasa es más bien la responsable de los 

cambios, más que la reguladora del pH interno. 

La regulación del pH interno requiere de un mecanismo que evite una exagerada 

alcalinización en presencia de glucosa, tanto a un pH alto del medio, como en presencia de K+. 

Al respecto, se ha propuesto que hay un intercambiador WIK+ que tiene la función de 

expulsar al catión monovalente a cambio de H+ y así evitar la alcalinización exagerada del 

citoplasma (Ramírez y cols., 1998). Otros grupos han propuesto intercambiadores con función 

semejante como el considerado originalmente Na+/W, codificado por el gen Nahl (Bañuelos y 

cols., 1998). Se ha identificado otro intercambiador semejante en el interior celular (Nass y Rao, 

1998). No obstante, el problema está todavía lejos de resolverse. 

Los sistemas de transporte del K+ 

Los estudios cinéticos que se han realizado sobre el transporte de K+ indican que se trata de 

un sistema complejo, porque varios factores importantes como el potencial de membrana y el pH 

del medio, entre otros, influyen directamente. Rothstein y Bruce (1958), Conway y Duggan 

(1958); demostraron que el transporte de K+ obedece a una cinética de saturación del tipo 

Michaelis-Menten, lo cual indica la participación de un sistema de transporte . También 

Armstrong y Rothstein (1967) encontraron una cinética de competencia entre los distintos 
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cationes monovalentes, lo cual indica que aún el Na+ entra a la célula por el mismo transpo.rtador 

que el K+. 

El grupo de Borst-Pauwels (1973), encontró también una estimulación del transporte de 

cationes monovalentes por influencia de otros iones en el medio de incubación, pero a 

concentraciones muy pequeñas. A partir de estos estudios, Haro y Rodríguez-Navarro (2002), 

propusieron un modelo para el transportador del potasio, en el que el transportador introduce los 

iones de dos en dos. En 1984, Rodríguez-Navarro y Ramos observaron que la cinética del 

transporte varía significativamente dependiendo de las condiciones de crecimiento y ensayo. En 

un sistema con células en crecimiento, la situación es más compleja, porque se manifiestan dos 

sitios de interacción o dos sistemas de transporte diferentes (Ramos y Rodríguez-Navarro, 1986), 

uno de baja afinidad que se expresa en levaduras cultivadas a concentraciones relativamente altas 

de K+, con una Km de 2 mM, y otro de alta afinidad con una Km de 20 µM, que se presenta 

cuando la concentración de K+ en el medio de crecimiento se reduce a 5 mM. 

Estos sistemas de transporte no sólo difieren en su cinética, sino también en su dependencia 

del pH y de la temperatura, sensibilidad a desacoplantes y respuesta a cambios del ATP. La 

existencia de estos dos sistemas de transporte se confirmó al clonar y secuenciar los genes 

correspondientes, TRKJ y TRK2 y obtener las mutantes respectivas (Ko y cols., 1990; Ko y 

Gaber, 1991). 

Serrano y Rodríguez-Navarro (2001), clonaron y secuenciaron el gen de la ATPasa de W, 

tipo P, codificada por PMAJ (Fig. 1, No. 1) que energiza la membrana plasmática, creando un 

potencial transmembranal que probablemente varía entre -100 y -250 m V y un gradiente de pH 

hasta de 2-4 unidades. El potencial de membrana impulsa la captación de K+ vía los 

transportadores Trklp y Trk2p (Fig. 1, No. 2) y por canales no selectivos de cationes de Na+ y 

K+, lo cual se confirmó en plantas, pero no en las levaduras (Fig. 1, No 3). El Na+ es expulsado 

por otra ATPasa tipo P codificada por el gen ENAJ (Fig. 1, No. 4) y por los antiportadores 

electroneutros codificados por Nhal (Fig. 1, No. 5). La compartimentalización vacuolar del Na+ 

parece estar mediada por un antiportador Na+/H+, codificado por el gen NHXJ (Fig. 1, No. 6), 

energizado por el gradiente de pH desarrollado por la H+-ATPasa vacuolar de tipo V, codificada 

por el gen VMAJ (Fig. 1, No. 7). Además se ha caracterizado un canal rectificador de K+ (Toklp) 

que promueve la salida del mismo catión (Fig. 1, No. 8) (Bertl y cols., 1993). 
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Trkl, 2 

ff + 

Figura 1.- Sistemas de transporte involucrados en el transporte de K+ en la levadura (tomado y 
modificado de Serrano y Rodríguez-Navarro, 2001). 

Armstrong y Rothstein (1964), Haro y Rodríguez-Navarro (2001) han propuesto que el 

transporte de Na+ en levaduras se puede llevar acabo por los sistemas de transporte que utiliza el 

K+; Niu et. al; (1995) (Fig. 2, No. 1), además, describen la posible existencia de mecanismos que 

actúan cooperativamente para eliminar la acumulación de este catión en el citoplasma, el primero 

es la restricción total del transporte de Na+ (Fig. 2, No. 2), el segundo es la presencia de dos 

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 12 



JFC - UNAM / DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS JUUOI 2004 

sistemas de transporte que regulan la salida activa de este catión por medio de la ATPasa de Na+ 

ó K+ (Fig. 2, No. 3) o el antiportador Na+/H+ ó K+/H+ (Fig. 2, No. 4), finalmente, la 

compartimentalización del Na+ en la vacuola es catalizada por el antiportador Na+/H+ (Fig. 2, 

No. 5). 

Trkl,2 

Citosol 

Figura 2.- Sistemas de transporte involucrados en el transporte de Na+ en las levaduras (Niu y 
cols., 1995). 
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Debaryomyces hansenii 

D. hansenii es una levadura halofílica que además de concentraciones elevadas de sal en el 

medio, resiste el pH alcalino en el medio de crecimiento o de incubación (Norkrans, 1968) sin 

alteración de sus principales funciones, la respiración y la fermentación (Neves y cols., 1997). 

Norkrans y Kylin (1969) la estudiaron y encontraron que puede acumular concentraciones 

elevadas de Na+. Además, puede realizar intercambios rápidos de Na+ por K+. Aunque sus 

propiedades fueron estudiadas con la metodología de hace muchos años, y sólo por algunos 

grupos, existe cada día mayor interés en ella, con miras a eventualmente producir halotolerancia 

en otros organismos, incluyendo las plantas. 

Para estudiar los mecanismos de adaptación de un organismo halofílico, se deben definir los 

que utiliza para contender con la alta osmolaridad de su habitat. En D. hansenii, uno de ellos, 

consiste en la síntesis y acumulación de moléculas orgánicas pequeñas, denominados solutos 

compatibles como glicerol, arabinitol (Norkrans y Kylin, 1969), cuya función consiste en 

restaurar la turgencia intracelular, proteger a las enzimas y estabilizar las membranas. Sin 

embargo, esta levadura, también tiene la capacidad de acumular grandes concentraciones de 

cationes monovalentes, tanto K+, como Na+. 

Hobot y Jennings (1981) reportaron que D. hansenii es capaz de crecer más rápido que S. 

cerevisiae en presencia de altas concentraciones de Na+ o en un medio alcalino. Sin embargo, el 

pH bajo (5.2) disminuye el crecimiento celular de ambas levaduras (Hobot y Jennings, 1981). 

Prista y cols. (1997), encontraron que D. hansenii crece mejor en presencia de cantidades 

moderadas de Na+, y también que el transporte de 86Rb+, en forma un tanto paradójica, aumenta 

con concentraciones moderadas de Na+ en el medio. Estas levaduras, además, tienen interesantes 

sistemas de transporte e intercambio de iones (Thomé-Ortiz y cols., 1998). 

Thomé-Ortiz y cols. (1998) reportaron que el transporte de 22Na+ en D. hansenii ocurre por un 

mecanismo de difusión, pero esos resultados fueron obtenidos usando bajas concentraciones de 

ese catión, lo cual representa la parte lineal del fenómeno de transporte debido a la baja afinidad 

del sistema de transporte para este catión. 

No obstante, existe poca información sobre la razón o razones por las cuales esta levadura 

puede crecer en medios con un valor elevado del pH y altas concentraciones de sales de NaCl y 

KCl; se presumen sus fuentes de energía, dado que se trata de una levadura con poca capacidad 
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de fermentación y mayor respiración que S. cerevisiae. Es por esta razón que hemos planteado la 

posibilidad de estudiar los sistemas de transporte de sodio y potasio. Esta levadura puede ser de 

extraordinaria importancia en el estudio de los mecanismos de la halotolerancia de los 

organismos vivos. La tendencia actual en los estudios busca llegar a una estrategia en el largo 

plazo a producir plantas resistentes a concentraciones elevadas de sal, y ha consistido en buscar 

mutantes de S. cerevisiae con este fenotipo (Adler y cols., 1985), con miras, tanto a identificar los 

genes implicados, como eventualmente y a partir de ellas, obtener transformantes halotolerantes 

de plantas. Sin embargo, se cree que sería posible obtener, a partir de una genoteca de una 

levadura normalmente resistente a sal, mutantes para otras levaduras, como S. cerevisiae, con las 

cuales, a su vez fuera posible transformar plantas y obtener cepas halotolerantes de ellas. Este 

sistema pudiera llegar a tener aplicaciones importantes en la agricultura, para producir plantas de 

valor comercial que resistan altas concentraciones de sales y que estas mismas se puedan cultivar 

en suelos con estas características. 

Tomando en cuenta todos estos antecedentes, nuestro trabajo principal de investigación 

durante el doctorado se centró en evaluar las características del transporte del sodio y potasio en 

D. hansenii., de acuerdo con lo siguiente: 
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Hipótesis 

• D. hansenii cuenta con sistemas particulares de transporte de W o cationes que le 

permiten mantener las concentraciones de iones de forma dinámica, como base de la 

halotolerancia. 

Objetivo general 

• Caracterizar y definir la posible participación de distintos transportadores en la 

halotolerancia de D . hansenii. 

Objetivos específicos 

• Determinar las concentraciones internas de Na+ y K+ de D. hansenii en diferentes 

condiciones de crecimiento y de incubación. 

• Evaluar la capacidad de expulsión e intercambio de iones en D. hansenii cultivada en 

diferentes condiciones. 

• Definir las constantes cinéticas del transporte de 
86

Rb +y 
22

Na + en distintas condiciones de 

cultivo y de incubación después del cultivo. 
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PARTEI 

Materiales y métodos 

Microorganismos y condiciones de cultivo 

La cepa Y7426 de D. hansenii se obtuvo del Departamento de Agricultura de Peoria, IL; D. 

hansenii, cepa J26 y D. hansenii, cepa CBS 1793 nos fueron proporcionadas amablemente por L. 

Adler y H. Sychrová, respectivamente. S. cerevisiae levadura para panadetía se obtuvo 

localmente (La Azteca S. A.); S. cerevisiae Active dry yeast (ADY) se obtuvo de SIGMA (St. 

Louis Mo., USA, Cat. No. YSC-2); el procedimiento de rehidratación se realizó según Peña y 

cols. (1992). Las levaduras se mantuvieron en cajas que contenían medio YPD (1 % extracto de 

levadura, 1 % bacto-peptona y 2% de glucosa como fuente de carbono y 2% agarosa) . Los medios 

de cultivo se sembraron con preinóculos de 100 mi en medio YPD sin sal (C) y con 0.6 M (Na06 

o K06); 1 M (Nal o Kl); 2 M (Na2 o K2); y 3 M (Na3 o K3) de NaCI o KCl, respectivamente. 

Los inóculos fueron cultivados a 30 ºC durante 24 hrs. en un agitador magnético a 250 r. p. m. 

Las células se cultivaron en condiciones similares pero durante 36 h y en un volumen de 500 mi y 

se colectaron por centrifugación y se lavaron dos veces con agua destilada, para ser resuspendidas 

en agua a una concentración final de 0.5 g/ml y mantenerlas en hielo durante el curso del mismo 

día para realizar los experimentos correspondientes. Algunos experimentos se realizaron 

ayunando las células toda la noche durante 14 h en agitación en un volumen de 250 mi de agua 

ésteril y en agitación. Al término de la incubación, las células se centrifugaron y se lavaron dos 

veces, para ser resuspendidas en agua a una concentración final de 0.5 g/ml. 

Crecimiento celular 

El crecimiento se determinó registrando los cambios de absorbencia a 600 nm en un 

espectrofluorómetro Shimadzu modelo UV-160A. 

Determinación del contenido intracelular de potasio y sodio 

Las células se centrifugaron y se resuspendieron en agua destilada y desionizada y se 

pusieron en un baño a ebullición (92ºC) durante 15 min. Después de enfriar, la suspensión se 
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centrifugó y se utilizaron diluciones apropiadas del sobrenadante para medir el K+ en un 

fotómetro de flama. También se midió el K+ incubando 50 mg de células con 1 mi de 2 mM de 

CTAB durante 15 minutos y centrifugando 30 segundos. Las muestras para los dos métodos 

empleados se diluyeron 1: 10 con agua desionizada y se determinó el contenido de potasio y sodio 

en un fotómetro de flama Carl Zeiss PF5 37177, calibrado a O con agua desionizada y a 100 con 

una solución 1 mM de KCl ó NaCI. 

Las concentraciones internas de los iones se cuantificaron después de medir los valores del 

agua interna, que se determinaron midiendo la distribución de los isótopos radioactivos (1 4C

Sacarosa y 3H20). Esta distribución se determinó en el sobrenadante obtenido de 500 µ.l de 

células (0.5 g/ml), suponiendo la distribución uniforme de 3H20 en la célula. Los valores 

internos de agua obtenidos para D. hansenii son los siguientes: células cultivadas en YPD = 44 

%, Na06 y Nal = 35 %, K06 = 44 %, Kl = 39 %. El contenido interno de agua de S. cerevisiae 

es de 47% (Peña y cols., 1967). 

Sodio y potasio extracelulares 

La salida de los cationes se midió en el medio de incubación, después de incubar las células 

(250 mg) en medio MES-TEA, 20 mM (pH 6) ó BICINA-TEA, 20 mM (pH 8), glucosa 50 mM, 

en un volumen final de 5.0 mi, a 30º C. La suspensión fue centrifugada y se obtuvo el 

sobrenadante para determinar el Na+ y el K+ en un fotómetro de flama Carl Zeiss PF5 37177, 

calibrado a O con agua desionizada y a 100 con una solución 1 mM de KCI o NaCI. 

Intercambio de cationes radioactivos 

Las células de D. hansenii (Y7426) (1 gramo) se incubaron toda la noche (14 hrs), en 12 mi 

de agua estéril, que contenía 50 mM 22NaCI o 50 mM 86RbCI; a la mañana siguiente se 

centrifugaron y lavaron dos veces con agua, resuspendiéndose en un volumen de 0.5 g/ml. 

Después, las células se incubaron a pH 6 (MES-TEA) o pH 8 (BICINA-TEA) en presencia de 

50 mM de glucosa. La salida de 22Na+ y 86Rb+ se determinó en ausencia y presencia de 

diferentes concentraciones de KCI ó NaCl (0, 1, 10 y 100 mM), respectivamente. Se tomaron 

alícuotas de 200 µ. l a intervalos de 30 seg; las muestras se filtraron en papel filtro de 
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nitrocelulosa de un diámetro de poro de 0.45 µm, lavando dos veces con 5 mi de una soludón 

10 mM KCl. Los filtros fueron secados y colocados en viales de centelleo, se agregó el cocktail 

de centelleo y la radioactiviadad se midió en un contador de centelleo Beckman LS6500. 

Las células (50 mg) fueron incubadas en un amortiguador 20 mM de MES-TEA (pH 6.0) ó 

20 mM de BICINA-TEA (pH 8) y 50 mM glucosa. En los experimentos de acumulación de los 

isótopos, las concentraciones de 86Rb+ o 22Na+ fueron de 20 mM y 40 mM, respectivamente. 

Para los experimentos de la cinética del transporte de estos iones, se agregaron .concentraciones 

variables de 86Rb+ y 22Na+. Se tomaron alícuotas de 200 µl a intervalos de 2 minutos y se 

filtraron a través de un filtro de celulosa de 0.45 µm; se lavó dos veces con 5 mi de KCI 10 

mM. Los filtros fueron secados y colocados en viales de centelleo, se agregó el cocktail de 

centelleo y la radioactividad se midió en un contador de centelleo Beckman LS6500. Para 

determinar los parámetros cinéticos utilizamos la parte lineal de las curvas de cada condición 

experimental. 
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Resultados 

Se obtuvieron las curvas de crecimiento de D. hansenii en diferentes condiciones, 

creciéndolas en YPD (C) y comparándolas con el mismo medio, al cual se le agregó 0.6 y 1 M 

de NaCJ (Na06 y Nal) o KCI (K06 y Kl), respectivamente, que se puede considerar como un 

estrés salino moderado, que se utilizó en todos Jos experimentos descritos a lo largo de este 

manuscrito. Con el fin de definir el efecto del estrés salino sobre el crecimiento, se obtuvieron 

también curvas de crecimiento en presencia de 2 y 3 M de NaCl (Na2 y Na3) o KCJ (K2 y K3), 

respectivamente (Figura 3). Los resultados que obtuvimos de estas curvas son los siguientes: la 

fase logarítmica en YPD persiste hasta las 20 h y en presencia de 0.6 y 1 M de NaCl y KCl tiene 

una duración aproximada de 15 h; en presencia de 2 y 3 M de las sales, la misma fase tiene una 

duración de 30 y 70 h, respectivamente. En la Tabla 1 se muestra que el tiempo de duplicación 

disminuyó en las concentraciones de 0.6 y 1 M, tanto de KCl como de NaCl, pero se observa más 

claramente que el tiempo de duplicación disminuye en presencia de 0.6 M de las sales presentes 

en el medio de cultivo; al aumentar la sal en el medio, se observó que aumentó el tiempo de 

duplicación. 

Se determinó la concentración interna de Na+ y K+ en las diferentes condiciones (Tabla 2). Se 

observó la capacidad de D. hansenii cultivada en 0.6 y 1 M de NaCJ, de acumular 

concentraciones elevadas de Na+ y K+, mientras que cuando se le cultivó en K+ sólo mostró altas 

concentraciones de K+. 

Para evaluar la existencia de un antiportador de catión/catión (Norkrans y Kylin, 1969), se 

decidió determinar los cambios de las concentraciones internas de Na+ y de K+ durante la 

incubación de las células cultivadas en medio YPD sin sal y medios que contenían 0.6 y 1 M de 

KCl o NaCl, respectivamente. Las células crecidas con diversas concentraciones de sal de NaCI o 

KCl se incubaron en presencia de 1 M de KCI o NaCl, respectivamente, con el catión opuesto y 

se tomaron muestras cada 4 minutos. Se observó una salida inmediata del catión más abundante 

acumulado, acompañada por una captación más lenta del catión opuesto; en la Figura 4 y 5, el 

tiempo -4 corresponde a Ja concentración de Na+ o de K+ presente antes de Ja incubación (Tabla 

2). 
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Figura 3.- Curvas de crecimiento de D. hansenii cultivada en ausencia y presencia de diferentes 
concentraciones de NaCI (A) y KCI (B). Trazos representativos de tres experimentos. 
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Tiempo de Duplicación ( h ) 
e 3.46 ± 0.148 

Na06 2.77 ± 0.054 
Nal 3.10 ± 0.187 
Na2 7.04 ± 0.047 
Na3 99 ± 0.182 
K06 2.51±0.057 
Kl 2.67 ±o. 076 
K2 4.99 ± 0.039 
K3 10.22 ± 0.102 

Tabla 1.- Tiempos de duplicación de D. hansenii cultivada en ausencia y presencia de diferentes 
concentraciones de sales, determinados como se describe en Materiales y Métodos. Los 
resultados representan la media ± el error estándar de n = 3. 

e Na06 Nal K06 Kl 
Na+[mM] 6.77 ± 1.23 143.79 ± 2.61 236.70 ± 7.34 5.93 ± 0.32 4.67 ± 3.23 
K+ [ mM] 153.08 ± 3.44 108.59 ± 4.78 58.56 ± 7.50 175.84 ± 4.08 186.37 ± 8.66 

Tabla 2. Concentración intracelular de Na+ y K+ en D. hansenii cultivada en diferentes 
condiciones. Después del crecimiento de las células en las concentraciones de sales indicados en 
las cabezas de cada columna, las células (250 mg), se lavaron dos veces con agua, se 
resuspendieron en agua e hirvieron en un baño de agua durante 15 minutos; la suspensión se 
centrifugó y se utilizó el sobrenadante para medir Na+ y K+ en el fotómetro de flama. Los 
resultados representan la media± el error estándar den= 3. 
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Figura 4.- Cambios en las concentraciones intracelulares de Na+ y de K+ de las células crecidas 
en YPD e incubadas con 1 M de KCI o de NaCI. Se incubaron 0.5 ml de células (2.5 g) crecidas 
en YPD en 100 mi de una solución de 1 M del KCl o NaCl y 50 mM de glucosa. A los tiempos 
indicados se tomaron alícuotas de 10 mi, que se centrifugaron. Las células se suspendieron en 
agua e hirvieron 15 minutos en un baño de agua. Las concentraciones de Na+ (A) y de K+ (B) se 
midieron por fotometría de flama en los sobrenadantes después de centrifugar las células. Los 
resultados representan la media± el error estándar de n = 3. 
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Figura 5.- Cambios en las concentraciones intracelulares de Na+ y de K+ de las células crecidas 
en NaCI o KCI y después incubadas en la presencia de l M de KCI ó de NaCI, respectivamente. 
El procedimiento experimental es similar al de la Fig. 4. Los resultados representan la media± el 
error estándar den= 3. 
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Cuando se incubaron las células cultivadas en medio YPD (Figura 4A y 4B) en presencia de 

1 M de KCl, mostraron al principio un aumento leve de K+, que pronto se estabilizó alrededor de 

125 mM, mientras que el Na+ fue expulsado casi totalmente . Al incubar en presencia de 1 M de 

NaCl, se observó una salida inmediata de K+, alcanzando aproximadamente una concentración 

de 50 mM, que luego permaneció estable; llegó a acumular hasta 25 mM de Na+, que permaneció 

casi constante. Cuando las células crecidas en NaCI o KCl se incubaron en presencia del catión 

opuesto (Figura 5A y SB), se observó una salida rápida del Na+ o el K+ acumulados, 

respectivamente. Sin embargo, esta salida del catión predominante no fue compensada por un 

aumento inmediato equivalente del catión opuesto, que se incorporó a las células lenta y 

constantemente en el caso de Na+, y más rápido en el caso de K+. 

Esta pérdida rápida de los cationes acumulados también se observó al incubar las células 

simplemente en solución amortiguadora (pH 6 y pH 8), sin la adición de cationes; en la Tabla 3 

se muestran las concentraciones internas de Na+ y de K+ a un pH externo de 6 u 8. En ambos 

casos las células perdieron muy rápidamente el catión acumulado, ya fuera Na+ o K+. A un pH 

externo de 8, la salida de ambos cationes fue más pequeña, comparada con pH 6; esta diferencia 

fue más clara y significativa en la salida de K+ que en la salida de Na+. 

Debido a los resultados anteriores sobre la salida rápida del catión predominante dentro de las 

células, y la entrada lenta del catión opuesto, más rápida para K+, estudiamos las características 

cinéticas de los sistemas del transporte, midiendo las velocidades iniciales del transporte de 22Na + 

y 86Rb+ (como análogo de K+). Las constantes cinéticas se obtuvieron sólo para las células C, 

Na06, y K06. Se observó que el transporte de ambos cationes es saturable y ajustable a un solo 

componente en pH 6 y 8. Los resultados se muestran en las Figuras 6 y 7, y pueden resumirse 

como sigue (Tabla 4): a) Los valores de Km para 22Na+ o 86Rb+ son similares tanto para las 

células crecidas en medio con o sin la sal a un pH de 6 o 8, respectivamente; b) Los valores de 

Km para el 22Na+ fueron alrededor de diez veces mayores que los valores de Km para el 86Rb+ a 

pH 6, y tres veces mayores a un pH 8; c) Los valores de Km para ambos cationes fueron mayores 

a pH 8que a pH 6; d) es importante que el transporte de 86Rb+ ocurrió con una afinidad casi tres 

veces más a pH 6.0, comparada con pH 8. Para el 22Na+, esta diferencia es alrededor del 50%; e) 

Los valores de Vmax fueron dos veces y tres veces mayores para las células en los experimentos 

a pH 8, comparadas con pH 6; f) Es interesante que a pH 6 y 8, los valores de Vmax no fueron 
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muy diferentes entre el 22Na+ y 86Rb+; g) Además, con las células crecidas en presencia de 0.6 M 

de NaCl a un de pH 6 y 8, se observó un aumento de los valores de Vmax. 

pH Externo (6) 
EXTERNO [mM] INTERNO [mM] 
Na+ K+ Na+ K+ 

e 1.46 ± 0.11 0.81±0.05 5.01 ±0.11 152.19 ± 0.05 

Na06 88.53 ± 2.84 0.48 ± 0.03 55 .17 ± 2.84 108.02 ± 0.03 

Nal 84.32 ± 1.44 0.58 ± 0.02 152.38 ± 1.44 57 .92 ± 0.02 

K06 4.19±0.31 70.40 ± 1.29 1.78 ± 0.31 105.4 ± 1.29 

Kl 3.68±0.10 73 .33 ± 1.10 0.99 ± 0.10 112.97 ± 1.10 

pH Externo (8) 
EXTERNO [mM] INTERNO [mM] 
Na+ K+ Na+ K+ 

e 2.7 ± 0.02 14.95 ± 0.02 3.77 ±0.02 138 ± 0.02 

Na06 79.98 ± 1.17 0.48 ± 0.05 63.72± 1.17 108.02 ± 0.05 

Nal 79.40 ± 0.06 0.41 ± 0.02 157.3 ± 0.06 58 .09 ± 0.02 

K06 4.8 ± 0.02 50.26 ± 0.05 1.17 ± 0.02 125.54 ± 0.05 

Kl 4.96 ±0.05 66.43 ± 0.07 1.01 ± 0.05 119.87 ± 0.07 

Tabla 3. Concentración interna y externa de Na+ y K+ en D. hansenii en diferentes condiciones 
de cultivo. Después del crecimiento, las células (250 mg) se resuspendieron en 20 mM de MES
TEA (pH 6) y BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 5 ml), a 30ºC. La 
suspensión se centrifugó, y se utilizó el sobrenadante para determinar el Na+ y el K+ en el 
fotómetro de flama. Los resultados representan la media± el error estándar den= 3. 

Thomé-Ortíz y cols. (1998), reportaron que el transporte de 22Na+ en D. hansenii ocurre 

mediante un mecanismo de difusión, pero esos resultados fueron obtenidos usando bajas 

concentraciones del catión, lo cual representa la parte lineal del fenómeno de transporte debido a 

la baja afinidad del sistema. Los resultados actuales se obtuvieron usando una mayor escala de la 

concentración de sustrato, dando una saturación más clara del fenómeno de transporte. 
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Figura 6.- Cinéticas del transporte de 22Na+ en D. hansenii cultivada en YPD, 0.6 M de NaCl o 
KCI, incubada a pH 6 (A) ó pH 8 (B). Se incubaron 50 mg/ml de las células en 20 mM de MES
TEA (pH 6) ó BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 2 mi), a 30ºC. Después de 
la incubación se agregaron concentraciones variables de 22NaCI; se tomaron alícuotas de 200 µI 
de la suspensión de células cada 2 min, como se describe en materiales y métodos. Los 
paramétros cinéticos (Km y Vmax) se obtuvieron por un método de regresión no lineal. Los 
resultados representan la media ±el error estándar de n = 6. 
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Figura 7.- Cinéticas del transporte de 86Rb+ en D. hansenii cultivada en YPD, 0.6 M de NaCl o 
KCl, incubada a pH 6 (A) o pH 8 (B). Se incubaron 50 mg/ml de las células en 20 mM de MES
TEA (pH 6) ó BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 2 ml), a 30ºC. Después de 
la incubación se agregaron concentraciones variables de 86RbCl; se tomaron alícuotas de 200 µ,l 
de la suspensión de células cada 2 min, como se describe en Materiales y Métodos. Los 
paramétros cinéticos (Km y Vmax) fueron obtenidos por un método de regresión no lineal. Los 
resultados representan la media ±el error estándar de n = 6. 
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11bRb+ pH6 pH8 
Vmax Km Vmax Km 

e 2.3 1.3 7.5 5.3 
Na06 5.0 1.3 9.4 4.0 
K06 3.0 1.6 5.9 5.3 

z2Na+ pH6 pH8 
Vmax Km Vmax Km 

e 3.0 10.6 4.9 15.8 
Na06 2.5 12.0 7.4 20.0 
K06 2.5 12.0 4.2 12.3 

Tabla 4. Parámetros cinéticos del transporte de 86Rb+ y de 22Na+ a pH 6 y 8 en D. hansenii, 
cultivada en ausencia o la presencia de 0.6 M de NaCl o de KCI. El transporte de 86Rb+ y de 
22Na+ se realizó como se describió en Materiales y Métodos. (Vmax =µ.moles· min-1

· g-1
; Km= 

mM). Los resultados representan la media± el error estándar den= 6. 

Puesto que no se observaron grandes diferencias en los parámetros cinéticos, a excepción de 

las células crecidas en KCl, se midió luego la capacidad de la acumulación de 22Na+ bajo las 

distintas condiciones (Figura 8). Las células Na06 acumularon concentraciones mayores de este 

catión, comparadas con C y K06. Este comportamiento fue similar a pH 6 y 8. También se 

determinó la capacidad de acumulación de 86Rb+ (Figura 9); las células Na06 acumularon más 
86Rb+ que las células C, y estas más que las células K06, pero este aumento era ligeramente 

mayor, comparado con el del 22Na+. También se observó que la acumulación de 86Rb+ fue más 

rápida y mayor a pH 8, comparado con pH 6, en todas las condiciones de cultivo. 
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Figura 8.- Acumulación de 22Na+ en D. hansenii cultivada en YPD, con 0.6 M de NaCI o KCI 
incubada a pH 6 (A) ó pH 8 (B). Se incubaron 50 mg/ml de las células en 20 mM de MES-TEA 
<r,H 6) ó BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 2 mi), a 30ºC. Se agregó 
2 NaCI 40 mM. Se tomaron alícuotas de 200 µI de la suspensión de células en los tiempos 
indicados como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media ± el 
error estándar de n = 6. 
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Figura 9.- Acumulación de 86Rb+ en D. hansenii cultivada en YPD, con 0.6 M de NaCI o KCI 
incubada a pH 6 (A) ó pH 8 (B). Se incubaron 50 mg/ml de las células en 20 mM de MES-TEA 
(pH 6) ó BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 2 mi), a 30ºC. Se agregó 20 
mM 22NaCI. Se tomaron alícuotas de 200 µI de la suspensión de células en los tiempos indicados 
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media ± el error 
estándar de n = 6. 
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Se realizaron también experimentos cinéticos para evaluar la competencia de O a 48 mM de 

K+ contra el transporte de 0.5 a 60 mM de 22Na+. Las gráficas mostraron el comportamiento 

hiperbólico característico de una inhibición no competitiva (datos no mostrados). Las Figuras 

lOA y lOB muestran las gráficas de Lineweaver-Burk de las células cultivadas en medio YPD 

(C), respectivamente. Las células crecidas en YPD (C) a pH 6 y 8, y también las crecidas en 

presencia de las sales (Na06 y K06) mostraron la misma inhibición no competitiva. La Tabla SA 

presenta las constantes de la inhibición obtenidas. Las células crecidas en YPD (C) mostraron una 

disminución de la constante de inhibición a partir de 56.5 mM a pH 6, a 41.4 mM a pH 8, y las 

células Na06 a partir de 71.3 mM a pH 6, a 36.4 mM a pH 8, las células K06 no mostraron a 

ningún pH cambios significativos en la constante de inhibición (Tabla 5A). 

También se realizaron estudios cinéticos para medir la competencia del Na+ contra el 

transporte de 86Rb+ (Figura llA y llB ). La Figura 11 muestra las gráficas de los dobles 

recíprocos de las células cultivadas en medio YPD (C) a pH 6 y 8. En los experimentos se midió 

el transporte de 0.5 a 20 mM 86Rb+ en presencia de O a 48 mM de NaCI. La inhibición del Na+ 

fue también no competitiva en las células C, Se observó una disminución de la constante de 

inhibición a pH 8, con respecto a pH 6 (72.3 a 27.3 mM). Con las células Na06, no se observó 

ningún cambio para la constante de la inhibición, y para las células K06 sólo una ligera 

disminución de la Ki para Na+ de 42.7 a 33.8 mM (Tabla SB). 

Para investigar la posible existencia de un intercambiador K+/Na+ (Norkrans, 1968; Norkrans 

y Kylin, 1969; Thomé y cols., 1998); se determinó la salida de 22Na+ y de 86Rb+ (pH 6 y pH 8) en 

presencia de KCl y de NaCl, respectivamente (O, 1, 10, 100 mM). En las Figuras 12 y 13 sólo se 

muestra la salida de 22Na+ y de 86Rb+ a pH 6, pero a pH 8 se observó un comportamiento de 

captación y expulsión de iones similar a pH 6, respectivamente. Las células cultivadas en 

presencia de las sales (Na06 y K06), durante la incubación (14 h) acumularon más 86Rb+, en 

comparación con 22Na+, las células incubadas con 22Na+ después de las diversas condiciones de 

crecimiento de las células (C, Na06 y K06), no mostraron diferencias . Las células crecidas en la 

presencia de sales (Na06 y K06), acumularon aproximadamente el doble de 86Rb+, en 

comparación con las células cultivadas en YPD (C). Después de cargar las células durante una 

noche, se evaluó la salida del isótopo radioactivo acumulado, en ausencia o en la presencia de 

diversas concentraciones del KCl y del NaCl (O, 1, 10, 100 mM); la salida fue rápida y similar en 

todas las condiciones experimentales (Figuras 12 y 13). 
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Figura 10.- Cinéticas de la inhibición del transporte 22Na+ por K+ a pH 6 (A) o pH 8 (B) en D. 
hansenii cultivada en YPD. Se incubaron 50 mg/ml de las células cultivadas en YPD en 20 mM 
de MES-TEA (pH 6) ó BICINA-TEA (pH 8), a 30ºC (volumen final 2 mi) . Se agregaron 
concentraciones variables de KCI: J =control; O= 1 mM; 6 = 12 mM; \l = 24 mM; <> = 48 
mM of KCI. Se tomaron alícuotas de 200 µ.!, que se filtraron y lavaron con 10 mi de KCI, tal 
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media ± el error 
estándar de n = 6. 
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A pH6 pH8 

Ki [mM] Ki [mM] 

e 56.5 41.4 

Na06 71.3 36.4 

K06 56.3 52.5 

B pH6 pH8 

Ki [mM] Ki [mM] 

e 72.3 27.3 

Na06 35.6 35.6 

K06 42.7 33.8 

Tabla 5. Paramétros cinéticos de inhibición del transporte de 22Na+ (A) y 86Rb+ (B) en D. 
hansenii cultivada en diferentes condiciones experimentales e incubada a pH 6 y 8. Se analizó la 
compencia de O a 48 mM de KCl, contra el transporte de 0.5 a 60 mM de 22Na+. También se 
estudió la competencia del NaCl para el transporte de 0.5 a 20 mM de 86Rb+ en la presencia de O 
a 48 mM de NaCI. Los experimentos se realizaron a pH 6 (20 mM MES-TEA) o pH 8 (20 mM 
BICINA-TEA), 50 mM de glucosa. Se tomaron alícuotas de 200 ,ul, que se filtraron y lavaron tres 
veces con 10 mi de KCl, tal como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados 
representan la media ± el error estándar de n = 6. 
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Discusión de resultados 

Nuestros resultados confirman datos reportados anteriormente (Thomé et al. , 1998) en el 

sentido que D. hansenii crece mejor en la presencia de un estrés salino moderado 0.6 M de NaCI 

ó de KCI que en ausencia o en una concentración más alta de la sal, conviniendo que D. hansenii 

se puede considerar como una levadura halófila moderada (Prista et al ., 1997). Este crecimiento 

se acompañó de la acumulación de altas concentraciones de K+ y de Na+ en las células cultivadas 

en presencia de esta sal, indicando que el mecanismo de la adaptación no implica una capacidad 

particular de expulsar el Na+; muy probablemente existe una resistencia intrínseca a los efectos 

tóxicos de este catión, no observados en otras levaduras, particularmente S. cerevisiae. Es 

también posible que esta levadura acumule el Na+ y lo compartimentalice en la vacuola. 

También es interesante que las células no pueden mantener en el citoplasma las altas 

concentraciones de los cationes acumulados durante el crecimiento. Al incubarlas con o sin el 

catión opuesto, perdieron rápidamente una buena parte del catión acumulado durante el 

crecimiento, y la acumulación simultánea del catión opuesto fue mucho menor, y más lenta. 

Norkrans y Kylin (1969) propusieron que para eliminar, particularmente al Na+, existe un posible 

intercambiador para K+ como mecanismo. Este no parece ser el caso, puesto que la salida de Na+ 

ó K+ acumulado durante el crecimiento fue mucho mayor y más rápida para ambos cationes, que 

la entrada del catión opuesto. Estos resultados permiten sugerir que esta levadura puede tener un 

canal iónico que permite la salida rápida de cualquier catión acumulado durante el crecimiento en 

la presencia de altas concentraciones de cationes monovalentes. También, aunque no se puede 

eliminar la existencia de un intercambiador de K+/Na+, éste parece no ser el mecanismo principal 

de la salida, porque la salida se observó también en ausencia del catión opuesto. Este canal 

propuesto de cationes, también parece ser no específico, puesto que promueve una salida similar 

de ambos cationes. Aunque no puede eliminarse la existencia de un intercambiador H+/catión , la 

magnitud de los cambios parece favorecer la existencia de un canal iónico. 

También los experimentos realizados con las células cargadas con 22Na+ o 86Rb+ demostraron 

que, al incubar con concentraciones variables de Rb+ o Na+ (el catión opuesto), no se observó el 

aumento esperado de la salida del catión radiactivo por la presencia del opuesto, y la salida fue 

rápida, y prácticamente similar en ausencia o presencia de concentraciones variables del catión 

opuesto. 
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Debe precisarse que al mismo tiempo que ocurre la salida, los sistemas de la captación 

funcionan para capturar el o los cationes presentes en el medio. Dado que el sistema para el 

transporte del catión tiene una afinidad mucho más alta para K+, este catión se incorpora a las 

células más rápido que el Na+. Es por ello que las células crecidas en la presencia del KCl e 

incubadas en la presencia del NaCl continuaron lentamente perdiendo K+ y acumulando menos 

sodio que el K+ perdido, probablemente porque el Na+ se incorporaba lentamente en las células a 

través del uniportador. En las células crecidas en NaCl e incubadas en la presencia de K+, el 

fenómeno era similar, pero en este caso la entrada de K+ fue más rápida y mayor, debido a la 

mayor afinidad del uniportador monovalente del transporte hacia el K+. Esto se apoya en los 

parámetros cinéticos obtenidos para el transporte de 22Na+ o de 86Rb+, que mostraron una afinidad 

mucho mayor para este último; debe considerarse que aunque el Rb + suele utilizarse como 

análogo del K+, su afinidad para muchos sistemas biológicos, incluyendo el sistema del transporte 

del catión del S. cerevisiae es alrededor de la mitad de la del K+ (Armstrong y Rothstein, 1964 ). 

Es importante mencionar que en este trabajo, se encontró que el transporte de 22Na+ es 

saturable, y no tiene lugar por difusión, según lo reportado antes (Thomé-Ortíz y cols., 1998); la 

razón radica en que en los experimentos reportados por Thomé-Ortíz y cols. (1998), se utilizaron 

concentraciones bajas del catión, dentro de la parte lineal del fenómeno de transporte debido a la 

baja afinidad del sistema de transporte para este catión, y ello proporcionó la idea falsa que el 

transporte de este catión ocurre por una difusión simple. 

Los valores respectivos de la Km para el transporte de 22Na+ o de 86Rb+ no mostraron 

cambios grandes dependientes de las condiciones del crecimiento de las células, indicando que en 

todos los casos el sistema del captación seguía siendo igual, los cambios observados en la 

captación de Na+ o de K+ se debe probablemente al número de los uniportadores presentes en la 

membrana plasmática de la célula. Otro aspecto importante es que, en S. cerevisiae, los valores 

de Km para la captación de K+ no mostraron cambio de pH 5 a 8 (Armstrong y Rothstein, 1964), 

mientras que en nuestros experimentos los valores de Km para 86Rb+ mostraron un aumento casi 

tres veces de pH 6 a 8. Este cambio fue menor, pero aún reproducible para la captación del 22Na+. 

Debe también precisarse que el valor de Vmax para el transporte de 86Rb+ aumentó 

perceptiblemente para las células crecidas en la presencia del NaCI de 0.6 M, y esto se observó en 

ambos valores de pH, indicando la posibilidad que durante el crecimiento bajo estas condiciones, 

D. hansenii puede aumentar la síntesis del transportador. 
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Los valores respectivos de Km y de Vmax para el Na+ y el Rb+, y aún más, para el K+, son sin 

duda la razón por la cual los cationes se acumulan con diferente velocidad y magnitud en las 

células crecidas en la presencia del NaCl o del KCl al incubarlas en la presencia del catión 

opuesto (K+ o Na+, respectivamente (Figs. 4 y 5). Sin embargo, a las concentraciones más altas de 

los cationes usados en estos experimentos, sigue siendo posible que otro de los sistemas de 

transporte o factores menos específicos, puedan funcionar, como se ha propuesto para S. 

cerevisiae (Madrid y cols., 1998). Además, al medir la acumulación de 22Na+ y de 86Rb+, los 

resultados concuerdan con los esperados, según los valores de Km y de Vmax . Otro tanto se 

observó en cuanto a las concentraciones de 22Na+ y de 86Rb+ acumuladas al cargar las células con 

ambos cationes. 

Debe también considerarse que se ha propuesto otro intercambiador en D. hansenii; es decir, 

un intercambiador H+/cation (Thomé-Ortiz y cols., 1998); sin embargo, aunque puede ser 

importante para la regulación del pH interno de la célula, es difícil imaginar cómo puede estar 

implicado en la captación de cantidades considerables de K+ o de Na+, puesto que las cantidades 

de estos cationes que se importarán en la célula por este mecanismo, estarían limitadas por los 

protones disponibles dentro de la célula. También, Almagro y cols. (2001), reportaron que un 

intercambiador de catio~ no es el mecanismo principal implicado, apoyándose en el hecho de 

que D. hansenii crece a un elevado valor de pH (cerca de 8) y alta concentración de Na+ 

(Almagro y cols., 2001). 

Un mecanismo propuesto para explicar la toxicidad de Na+ en S. cerevisiae es la captación de 

este catión con su inhibición competitiva de la captación de K+, conduciendo al agotamiento de 

K+ en la célula y a un nivel creciente del sodio (Gómez y cols., 1996). Bajo nuestras condiciones 

experimentales encontramos una inhibición no competitiva del transporte de K+ por el Na+ y 

viceversa. También, las constantes de la inhibición para ambos cationes fueron significativamente 

mayores que sus valores de Km; esto podría ser debido a la implicación de dos diversos sitios de 

unión para el catión, a los cuales el inhibidor del catión y el substrato se unen en forma 

reversible. Otra posibilidad de la competencia es que ambos cationes, particularmente en las altas 

concentraciones utilizadas, compiten por el potencial de la membrana de la célula, que disminuye 

ante la adición de Na+ o de K+, y de una manera similar para ambos cationes (Thomé-Ortiz y 

cols. , 1998). 
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No pudimos confirmar los datos divulgados por Prista y cols . (1997), que encontró que el 

transporte de K+ (86Rb+) se favorece ante la presencia de 50 mM de NaCl; se realizaron 

experimentos en los cuales la acumulación 22Na+ se evaluó un amplio margen de concentraciones 

de KCl (1-160 mM), y también se cuantificó el transporte de 86Rb+ en presencia de diferentes 

concentraciones de NaCl que variaron de 1 a 160 mM. Siempre la acumulación de 22Na+ y de 
86Rb+ fue inhibida en la presencia de cada concentración del catión opuesto. 

Podemos concluir, sin eliminar absolutamente la presencia de un intercambiador catión/W, 

que estos experimentos permiten proponer que el mecanismo más probable para la salida rápida 

de K+ o de Na+ es un canal iónico. Los cambios subsecuentes en el contenido de los iones de D. 

hansenii incubada con el catión opuesto se pueden explicar por medio de la existencia de un 

uniportador responsable del transporte de cationes al interior de la célula, con una afinidad más 

alta para K+ que para el Na+, similar a lo descrito en S. cerevisiae por Armstrong y Rothstein 

(1964) . 
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Conclusiones 

D. hansenii es una levadura halofílica, dado que crece mejor en presencia de NaCl o KCl 0.6 

M que en un medio sin sales agregadas. Acumula altas concentraciones del catión que se agrega 

al medio. Muestra una alta capacidad para expulsar los cationes acumulados, probablemente por 

la existencia de un canal iónico, aunque no se puede descartar la participación menor de un 

intercambiador catión/H+. El sistema de transporte de los cationes monovalentes al interior es 

más selectivo para el K+, pero no en el mismo grado que en S. cerevisiae, lo cual explica los 

movimientos de iones de las células, y que en particular las levaduras cultivadas en presencia de 

NaCl, pueden acumular cantidades de 22Na+ que casi igualan la acumulación del 86Rb+. El 

sistema de transporte parece ser impulsado por el componente eléctrico del gradiente 

electroquímico. Las condiciones del cultivo tienen una influencia importante sobre el pH interno 

de las células. La adición de concentraciones cada vez mayores de sales, produce una 

disminución del pH interno de las células. 

Con nuestros datos proponemos un modelo para los mecanismos del transporte de Na+ y de 

K+ en D. hansenii (Figura 14). Una ATPasa de H+, tipo P, similar al gen PMAI de S. cerevisiae, 

que energiza la membrana plasmática y genera un potencial transmembranal y un gradiente de 

pH (Serrano, 1980); el potencial de la membrana conduce a la captación de Na+ o de K+ vía uno o 

más uniportadores con selectividad diferente en D. hansenii. También se propone la presencia de 

un canal no selectivo de Na+ y de K+, como el descrito en plantas (Bihler y cols., 1998; Roberts y 

cols., 1999). El Na+ puede ser expulsado por otra ATPasa tipo P codificada por el gen ENAI 

(Almagro y cols., 2001) y por un intercambiador electroneutro similar al reportado en S. 

cerevisiae codificado por NHAI (Bañuelos y cols., 2001) y cuya existencia parece ser real en D. 

hansenii (Rodríguez-Navarro, 2000; Thomé-Ortíz y cols., 1998). 

Finalmente, la adaptación de D. hansenii a los medios salinos, no parece residir en su 

capacidad para expulsar al Na+, sino probablemente en alguna otra propiedad, tal vez de sus 

sistemas metabólicos que le permiten funcionar ante las altas concentraciones de este catión que . 

acumula. Como ya se mencionó, otra posibilidad es que acumule el Na+ captado del exterior en 

algún compartimento interno, de los cuales el mayor es la vacuola. 
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CANAL NO SELECTIVO 

+ 

Figura 14.- Modelo propuesto para los sistemas de transporte para el Na+ y K+ en D. hansenii. l. 
ATPasa de H+, tipo P; 2. Esta ATPasa energiza la membrana plasmática, creando un potencial 
transmembranal y un gradiente de pH de 2-4 unidades. El potencial de membrana impulsa la 
captación de Na+ o K+ vía uno o varios uniportadores; 3. Un canal no selectivo de baja afinidad 
para el Na+ y K+; 4. Una Na+-ATPasa tipo P; 5. Un intercambiador de catión/H+ electroneutro. 
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Perspectivas 

• Caracterizar el canal no selectivo propuesto en esta levadura. 

• Utilizar inhibidores de canales para Na+ y K+ y evaluar la actividad relativa del 

anti portador catión/catión. 

• Determinar el transporte de cloro en esta levadura. 

• Diseñar experimentos de biología molecular, e identificar si los genes que en otras 

levaduras están involucrados en la tolerancia a la sal (ENAJ, ENA2, TRK, HAKJ), se 

expresan en ésta levadura que tiene características peculiares de transporte de sodio y 

potasio. 

• Realizar experimentos necesarios para concluir los resultados obtenidos hasta el momento 

en la determinación de metabolitos de la glucólisis y actividades de enzimas glucolíticas. 

• Evaluar el posible papel de la trehalosa sobre la actividad de las enzimas involucradas en 

la regulación de la vía glucolítica y metabolismo de carbohidratos. 
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Estrategias de adaptación de microorganismos 
halófilos y Debaryomyces hansenii 
(Levadura halófila) 
Juan Carlos González-Hernández,* Antonio Peña* 

RESUMEN. El término halófilo se emplea para todos aquellos mi
croorganismos que 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 categoría de microor
ganismos pertenece una amplia diversidad de microorganismos, tan
to procariontes como eucariontes . Los organismos halófilos cuentan 
con estrategias que les permiten enfrentar al estrés osmótico: man
tienen altas concentraciones intracelulares de sal y sintetizan solutos 
compatibles que les permiten balancear su presión osmótica. Descri
bimos las características de algunos organismos halófilos y Debar
yomyce.1· hansenii (levadura halófila) , que les permiten resistir altas 
concentraciones de sal. 
En la actualidad está creciendo el interés por conocer mejor la gran di
versidad de microorganismos halófilos y cada vez es mayor el número 
de investigaciones relacionadas con el tema ya que estos organismos 
producen una amplia variedad de metabolitos secundarios estables que 
pueden tener aplicaciones prácticas. En esta revisión se describen algu
nos de los mecanismos con los que cuentan algunos microorganismos 
halófilos para resistir la elevada concentración de N aCI. 

Palabras clave: Halófilo, solutos, D. hanse11ii, NaCI, estrés osmótico. 

INTRODUCCIÓN 

Los microorganismos halófilos son aquellos que se en
cuentran en los ambientes hipersalinos, pero se diferencian 
de los halotolerantes porque son capaces de reproducirse y 
realizar sus funciones metabólicas de una manera más eficaz 
en presencia de altas concentraciones de sales que en su au
sencia. Existe una amplia diversidad de estos microorganis
mos tanto en el phylum procarionte como en el eucarionte; 
estos microorganismos tienen la capacidad de balancear su 
presión osmótica en relación con el medio y resistir los efec
tos nocivos de la sal. Dentro de los microorganismos halófi
los hay una gran variedad de heterótrofos y metanógenos en 
el phylum Archaea, adaptados para resistir altas concentra
ciones de NaCI, mediante una serie de mecanismos molecu
lares, tales como enzimas que mantienen su actividad a con-

• Departamento de Genética Molecular, Instituto de Fisiología Celular. Universidad Na
cional Autónoma de México. CP 04510, AP 70-242, México D. F. Tel. 5622-5633 
FAX 5622-5630. 

ABSTRACT. The term halophile is used for ali 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 salutes that allow them to balance their os
motic pressure. 
We describe the characteristics of sorne halophile organisms and D. 
hanse11ii (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 sorne mechanisms with 
which sorne halophile organisms count to resist the high concentra
tion of salts , mainly NaCI. 

Key words: Halophile, salutes, D. ha11se11ii, NaCl, osmotic stress . 

centraciones elevadas de sal, membranas púrpura que permi
te el crecimiento fotótrofo, sensores como rodopsina que re
gulan la respuesta fototáctica y vesículas de gas que pro
mueven la flotación de las células.43 Los microorganismos 
halófilos están ampliamente distribuidos en los medios hi
persalinos (en zonas áridas hipersalinas, costas, diferentes 
profundidades del agua de mar, etc .).43 En los halófilos eu
cariontes hay microorganismos fotosintéticos, litótroficos y 
heterótroficos. 43 

Dado que las membranas biológicas son permeables al 
agua, las células no pueden mantener la actividad del agua 
de su citoplasma más alta que su alrededor; porque ello las 
puede llevar a perder agua hacia el medio que las rodea. 33 

Por consiguiente, se puede esperar que un microorganismo 
que vive en altas concentraciones de sal mantenga su cito
plasma al menos isosmótico con el medio extracelular. La 
presencia de una presión de turgencia requiere un citoplas
ma hiperosmótico, con la posible excepción de los Halo
bacteriales, del phylum Archae, 176 donde todos los micro
organismos halófilos mantienen una presión de turgencia. 

Existen dos diferentes estrategias fundamentales para la 
existencia del mundo microbiano que permite a ciertos mi-
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croorganismos sobrellevar un estrés osmótico debido a la 
presencia de una alta concentración de sal. i) Las células 
mantienen altas concentraciones intracelulares de sal, os
móticamente o al menos equivalente a la concentración ex
terna de sal ("salt-in" strategy); algunos sistemas intrace
lulares deben adaptarse a la presencia de altas concentraciones 
de sal. ii) Las células mantienen bajas concentraciones de sa
les en su citoplasma ("compatible-solute" strategy). La pre
sión osmótica del medio es balanceada por solutos compati
bles, y no se requiere de una adaptación especial de los 
sistemas intracelulares. 13 

La estrategia "salt-in" es utilizada por dos grupos filo
genéticamente no relacionados: Los aeróbicos extremada
mente halófilos del phylum Archaea, del orden de los Ha
lobacteriales, 13·91 y las bacterias anaeróbicas halófilas del 
orden de los Haloanaerobiales .127•128 Es interesante que no 
se ha identificado ningún soluto orgánico osmoprotector en 
los organismos representativos de estos grupos, y en la ma
yoría de los estudios reportados, las concentraciones intra
celulares de iones son similares a la que se encuentran en el 
medio donde habitan estos organismos. La composición ió
nica del citoplasma suele diferir grandemente de la del me
dio, que la mayoría de las veces contiene NaCl como prin
cipal componente salino. El medio intracelular se 
caracteriza por la presencia de concentraciones molares de 
KCl.91 .121.128 

En las células que usan la estrategia salt-in para la adapta
ción osmótica, 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 enzimática intracelular. Se ha observado que 
los organismos halófilos muestran adaptaciones molecula
res, dentro de las cuales existe un exceso de aminoácidos 
con carácter ácido y pocos aminoácidos hidrofóbicos en sus 
proteínas.90 

En otros microorganismos halófilos y halotolerantes, el 
balance osmótico se establece mediante pequeñas molécu
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 adaptación de 
ciertas proteínas a esos solutos. Los solutos compatibles se 
definen como solutos que a altas concentraciones permiten 
a las enzimas funcionar eficientemente.33 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 halófilos y halotolerantes, dentro de los cuales 
encontramos algunos polioles, como el glicerol y arabini
tol, azúcares y sus derivados (sacarosa, trehalosa, glucosil
glicerol), aminoácidos y derivados de aminas cuaternarias 
como la glicina betaína. Los solutos compatibles son típi
camente componentes de bajo peso molecular, altamente 

solubles en agua, sin carga o con propiedades zwitterióni
cas a un pH fisiológico. Ciertamente algunos solutos com
patibles son más eficientes que otros en la protección de las 
enzimas contra los efectos de altas concentraciones de sal y 
otros tratamientos de estrés.54,55 

No se conoce bien la naturaleza de las interacciones de 
los solutos compatibles con las proteínas; no es posible por 
ahora predecir la posible estructura molecular que confie
ren los solutos compatibles que puedan proveer una estabi
lización osmótica y mantener la estructura y actividad de 
las enzimas. Sin embargo, la concentración intracelular de 
los solutos orgánicos compatibles· permite un alto grado de 
adaptabilidad de las células a los cambios de la concentra
ción de sal en el medio.54,55 

Los microorganismos están sujetos a diferentes condi
ciones fisiológicas de estrés y variaciones del ambiente. 
Para contender con los efectos dañinos del estrés, las célu
las han desarrollado respuestas moleculares rápidas para 
evitar los daños y protegerse de las diferentes formas de 
estrés . La respuesta mejor caracterizada es la síntesis de 
proteínas, conocidas como las proteínas de estrés. Aunque 
los mecanismos postraduccionales juegan un papel impor
tante en la regulación de la respuesta ante el estrés, la in
vestigación en esta área se ha enfocado principalmente a 
nivel de la transcripción, donde se han identificado y carac
terizado diversas vías de transducción y factores de trans
cripción que responden al estrés.51 

Existe evidencia de la presencia de levaduras como cons
tituyentes de poblaciones microbiológicas marinas, que se 
han aislado de diferentes profundidades y en diferentes zo
nas por diferentes técnicas básicas de microbiología. 173 

La definición de levaduras marinas, incluye todas las le
vaduras, que tienen la capacidad de reproducirse bajo am
bientes marinos: medio alcalino, alta concentración de sa
les y baja temperatura, tres características fisicoquímicas 
del agua de mar. 121 Los primeros estudios sobre las levadu
ras marinas fueron realizados por el grupo de Norkrans, 
quien efectuó un estudio con el fin de definir si se reprodu
cen en medios alcalinos, con altas concentraciones de sal 
(NaCI) y baja temperatura; sus estudios mostraron una alta 
tolerancia a la sal para miembros de los géneros Debar
yomyces, Pichia, y Candida. 173 

La información disponible sobre la tolerancia al NaCI 
por parte de las levaduras, no se limita a las levaduras ma
rinas. La mayoría de las levaduras, independientemente de 
su hábitat normal, son capaces de crecer en las concentra
ciones de NaCI que se encuentran en el agua de mar. 173 

En esta revisión se mencionan los avances y las perspec
tivas sobre el estudio de las estrategias de adaptación de al
gunos microoorganismos halófilos, y al final señalaremos 
los avances en el estudio de la levadura marina Debaryomy
ces hansenii, microorganismo halófilo, con el cual trabaja-
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mos en nuestro grupo de investigación realizando un estudio 
de la resistencia que tiene al estrés salino y alcalino. 

HALO FILIA 

Aunque las sales se requieren para todas las formas de 
vida, los microorganismos halófilos se distinguen o clasifican 
por el requerimiento de condiciones hipersalinas para su cre
cimiento: los halófilos ligeros muestran crecimiento óptimo 
dentro de una concentración de NaCl que oscila entre 0.2 y 
0.85 M (2-5%): los halófilos moderados, crecen entre 0.85 y 
3.4 M (5-20 %) de NaCl, y por último, los halófilos extremos, 
que crecen de 3.4 a 5.1 M (20-30%) de NaCI. En contraste, 
los organismos no halófilos sólo pueden crecer por debajo de 
0.2 M de NaCI. Los organismos halotolerantes son aquellos 
que pueden crecer en presencia y en ausencia de altas concen
traciones de sal. Muchos organismos halófilos y halotoleran
tes pueden crecer dentro de un amplio margen de concentra
ción de sal, con requerimiento o tolerancia para algunas sales, 
dependiendo del medio y de los factores nutricionales.43 

REPUESTA GENERAL AL ESTRÉS 

La respuesta transcripcional hacia los cambios en el me
dio y condiciones de estrés es uno de los principales tópi
cos de la investigación básica y la aplicada. Desde un pun
to de vista básico, para entender estas respuestas es 
importante saber cómo se identifica y se traduce la señal de 
estrés hacia el núcleo, para identificar los genes que se in
ducen bajo las condiciones de estrés, y finalmente para es
tablecer las consecuencias fenotípicas de esta inducción en 
la tolerancia al estrés. S. cerevisiae es uno de los organis
mos en que más sé han aplicado los avances genéticos a ni
vel molecular, como un modelo para estudiar las respuestas 
al estrés, con miras a utilizar esta información para aislar y 
caracterizar proteínas relacionadas con el estrés en euca
riontes y diseñar estrategias para aumentar la resistencia al 
estrés en organismos de interés industrial.51 

La exposición de las levaduras a una forma de estrés les 
proporciona la habilidad de resistir no sólo una sino varias 
condiciones de estrés;98 ·132•171 sin 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 azúcar en la producción de 
levadura de panadero.51 •52•107·153·

159
•
166

•
167 Estas observacio

nes indican que la levadura tiene un mecanismo global que 
adquirió para resistir las diferentes condiciones de estrés, 
que se ha denominado respuesta general al estrés "general 
stress response" .1º7· 153 · 159 

La idea general de la respuesta general al estrés surge 
como un sistema que regula la inducción coordinada de 
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muchos genes de estrés a través de un elemento común cis 
en su promotor (conocido como elemento de respuesta al 
estrés, STRE). El STRE se induce por diferentes cambios 
de ambiente o estrés metabólico y la activación transcrip
cional se regula a través de este elemento, resultando en la 
adquisición de un estado de tolerancia hacia alguna condi
ción de estrés.51 

Por otra parte, un gran número de genes responsables del 
estrés son controlados por los elementos de respuesta al es
trés (STREs), vía la regulación transcripcional de Msn2p y 
Msn4p. 11º·157 Los STREs se encontraron por análisis de 
computadora en varios promotores de las levaduras 11 3· 17º y 
así, en una mutante carente de MSN2 y MSN4, se encontró la 
expresión alterada de aproximadamente 150 genes.36·60,l46 

Notablemente, no todos los genes que se expresan bajo 
estrés están fuertemente afectados en Msn2p y Msn4p. 
Msn2p y Msn4p pueden controlar muchos genes indirecta
mente; alternativamente, los dos factores pueden ser capa
ces de unirse a diferentes elementos en el promotor; por 
ejemplo, en conjunción con otros factores se ha demostra
do que la mayoría de los genes son controlados directa
mente por Msn2p y Msn4p conteniendo diversos STREs 
cercanos. 1.1 3 Necesariamente se requiere de más trabajo 
para comprender la organización de los promotores contro
lados por Msn2p y Msn4p. 

Se ha mostrado que los cambios de la osmolaridad del 
medio afectan diferentes vías de señalización; el sistema 
que mejor se ha caracterizado es la vía de alta osmolaridad 
por glicerol (HOG), la cual se activa en menos de un minu
to cuando el cambio de osmolaridad se lleva a cabo.23 La 
incapacidad de las mutantes de HOG para adaptarse a un 
medio de alta osmolaridad y el conocimiento de la función 
de los genes cuya expresión se estimula vía HOG, confir
man que el papel celular de esta vía es orquestado en una 
significativa parte de la respuesta transcripcional de las cé
lulas de levaduras hacia una alta osmolaridad. La vía HOG 
también regula efectos postraduccionales y de los sistemas 
de osmorrespuesta más entendido en los sistemas eucarió
ticos . Se ha encontrado que ante un cambio osmótico, la 
proteína cinasa A (dependiente de cAMP) modifica la ex
presión de genes. 12º La proteína cinasa A regula la respues
ta general al estrés que se observa bajo condiciones de cho
que térmico, ayuno prolongado, concentraciones elevadas 
de alcohol, estrés oxidativo y estrés osmótico. Aunque no 
se conoce el mecanismo por el cual se controla la proteína 
cinasa A por el estrés, se cree que no actúa directamente 
para responder a los cambio osmóticos.1os.153,l 59 

VÍA DE LAS MAP CINASAS 

Las MAP cinasas son unidades de señalamiento en apa
riencia altamente conservadas en los sistemas eucarióticos, 
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donde juegan un papel esencial en la respuesta a los cam
bios del ambiente, hormonas, factores de crecimiento y ci
tocinas . Las vías de las MAP cinasas controlan el creci
miento celular, morfogénesis, proliferación y respuestas al 
estrés y están involucradas en muchos procesos en algunas 
enfermedades. Existen diversas revisiones acerca de las 
vías de MAP cinasa; sin embargo, la parte central de la vía 
de MAP cinasa es que existen tres clases de proteínas cina
sas, una Map cinasa (MAPK), una MAP cinasa cinasa 
(MAPKK ó MEK), y una MAP cinasa cinasa cinasa (MA
PKKK ó MEKK) (Fig. 1). La proteína MAPKKK activa 
por fosforilación 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 una treonina (algunas veces serina) y un resi
duo de tirosina, separado sólo por un aminoácido (Tre/Ser
X-Tir). Este sitio de fosforilación se localiza en el dominio 
catalítico; la fosforilación dual sobre la treonina y tirosina 
es necesaria para la activación de la MAPK. Típicamente 
la fosforilación estimula la transferencia de la MAPK del 
citosol hacia el núcleo, donde esta fosforita sobre el blanco 
serina/treonina, seguido de una prolina. Sin embargo, una 
porción de la MAPK aparentemente activa se encuentra en 
el citoplasma para regular los efectos postraduccionales. 
La activación de MAPKKKs puede ocurrir por la fosforila
ción a través de una proteína cinasa o por la interacción 
con otras proteínas, un proceso que puede involucrar pe
queñas proteínas G. 

Los mecanismos de activación y sistemas sensoriales que 
preceden a las vías de MAP cinasa son diversos y pueden 
incluir un receptor de tirosina cinasa (en los sistemas de ani
males), receptores acoplados a la proteína G, sistemas de 
fosforilación y otros. Las diferentes vías de MAP cinasas 
forman sistemas de señalamiento interactivo. !Por una parte, 
una MAPKK cinasa puede controlar diferentes MAPK, 
como se observa en las levaduras. Diferentes vías con en el 
mismo organismo comparten cinasas;; especialmente en los 
eucariontes superiores, aunque en las !levaduras, esta situa
ción resulta ser un sistema complejo en las vías de señaliza
ción. La presentación del sistema de MAP cinasas como una 
vía lineal como se muestra en la Fig. l ¡para explicar la no
menclatura, es realmente una simplificación del sistema; las 
vías de MAP cinasas están controladas negativamente por 
proteínas fosfatasas que actúan sobre MAPKK y la MAPK 
(serina-treonina fosfatasa ) o solamente sobre la MAPK (ti
rosina fosfatasa) .12,38,68,83,85,87,99. 

REGULADORES TRANSCRIPCIONALES 
DELA VÍAHOG 

Recientemente se ha obtenido más información acerca 
de las proteínas que regulan las respuestas transcripciona-

les en la vía HOG; como una complicación adicional, exis
ten pocos genes donde la estimulación por el estrés osmóti
co sea exclusivamente controlada por la vía HOG; median
te análisis de la expresión global de genes se han 
identificado sistemas de expresión simple.6º·137·146 Skol/ 
Acrlp, Hotlp, y probablemente Msn2p y Msn4p, así como 
Smplp están implicados en la transcripción dependiente de 
HOG. Todos estos factores pertenecen a diferentes fami
lias de reguladores transcripcionales. También se sabe que 
bajo choque osmótico los genes dependientes de Msn2p/ 
Msn4p requieren de la vía HOG para su inducción pero lo 
que no se conoce es si esto es debido al control directo de 
Msn2p/Msn4p o por Hoglp.158 · 

Skol/Acrlp, por otra parte, son ambos represores 134·140 

y activadores , 147 cuya función represiva está controlada 
por Hog 1 p directamente. 141 Hotl p es una proteína que re-

+ o 

Receptor/ sensor 
Usualmente ubicado en la 

membrana plasmática 

Proteínas G I 
Sistemas de fosforilación 

Activación de PAK cinasa 

MAP cinasa cinasa cinasa 
MAPKKK 

MAP cinasa cinasa 
MAPKK 

MAP cinasa 
MAPK 

Factor de transcripción 

Figura 1. Nomenclatura de proteínas en la vía de MAP cinasas. Las fle
chas solamente indican el sentido de la vía; los complejos de las proteí· 
nas específicas son comunes y requeridos para la transmisión de señales. 
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cluta la Hoglp cinasa como blanco de los promotores.8·145 

Smplp es un factor recientemente identificado, el cual es 
fosforilado por Hoglp y contribuye en la expresión de al
gunos genes. 138 

Existen observaciones que indican que bajo estrés os
mótico la translocación de Msn2p y Msn4p hacia el nú
cleo es necesaria pero no suficiente para la estimulación 
de genes. Después de todo, el análisis global de la expre
sión revela una marcada correlación entre Msn2p/Msn4p, 
así como entre los genes dependientes de Hogl p. 146 Esen
cialmente la expresión de genes después de un choque 
térmico disminuye en más del 75% en mutantes msn2t1 
msn4t1 y también en una mutante hog 1 t.. Por otra parte, 
hay muchos genes cuya expresión disminuye fuertemente 
en una mutante hoglmsn2t1, pero que no se afectó por la 
eliminación de MSN2yMSN4, 146 congruente con el he
cho de que Hog 1 p regula la respuesta transcripcional a 
través de diversos mecanismos. Mientras que esta obser
vación se basa esencialmente en dicha correlación, es 
bien conocido desde hace varios años que la inducción 
osmótica de STRE requiere de la vía HOG. 11 º· 158 La loca
lización de Msn2p/Msn4p no se afecta en una mutante 
hoglmsn2t1. Esta observación pueden indicar que Hoglp 
controla la actividad nuclear de Msn2p y Msn4p después 
del choque térmico. Sin embargo, también se observó que 
aunque la eliminación de MSN2 y MSN4 reduce drástica
mente la expresión de un gen reportero de STRE, la in
ducción es específicamente por estrés osmótico (pero no 
por otras condiciones de estrés), aunque sea a nivel ba
sal.158 Las deleciones adicionales de PBS2 en la mutantes 
msn2t1 msn4t1 eliminaron por completo la inducción. 110 

Esto sugiere que bajo la presencia del estrés osmótico al
gunas proteínas no caracterizadas regulan la inducción de 
los genes STRE dependiente de Hoglp. En conclusión, se 
requiere de más investigación en el campo para la mejor 
comprensión de la inducción de los genes STRE controla
do por la vía HOG, y saber si Hoglp controla directamen
te a Msn2p/Msn4p. 11º 

BACTERIAS HALÓFILAS 

Las bacterias halófilas extremas crecen en concentracio
nes de NaCl entre 2.8 M y 6.2 M. La biología general de 
los organismos halófilos extremos está bien documenta
da;28·86·94 existen diversas distinciones y características in
trínsecas de estos organismos, como resultado de la selec
ción natural del medio, que no parecen tener un papel 
determinante en las relaciones de los dominios de los mi
croorganismos halófilos. 

Una características en los halófilos bacterianos es la 
ausencia de peptidoglicanos , no sólo en las paredes de 
las halobacterias,26·28 sino también en las paredes de la 
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gram-positiva halococci .54 Se cree que la carencia de 
peptidoglicanos en las bacterias halófilas se debe a una 
incapacidad para sintetizar ácido murámico.54 

Los principales ácidos fosfatídicos de los lípidos Halo
bacteriales derivan del 2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol. Los fos
fátidos predominantes de las halobacterias son análogos 
diéter del fosfatidil glicerol fosfato , el cual puede acumular
se hasta llegar a un 70 % del fósforo lipídico en H. cutiru
brum y un 80 'k en H. halobium.109 El fosfátido más abun
dante después de éstos en ambas especies, es el análogo éter 
del fosfatidil glicerol, que se llega a acumular del 6 al 7.5% 
del fósforo lipídico en cada especie. Los éteres lipídicos no 
son exclusivos de los organismos halófilos, 161 pero no son 
muy comunes en las bacterias. Los lípidos de los organismos 
halófilos son muy ácidos, una propiedad de relevancia direc
ta, en relación con la presencia de medios salinos.90 

Es de esperarse a priori , que las condiciones extremas 
del medio produzcan la selección de ciertas vías metabó
licas. Tal selección se refleja en las características de la 
pared celular y composición de ciertos organismos halófi
los . Halobacterium salinarium produce una glucosa des
hidrogenasa y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa sólo 
cuando se inducen, y estas enzimas no tienen una alta ac
tividad específica.5 

Se han elaborado diversos medios sintéticos para las 
bacterias halófilas . Dundas et al.,41 utilizaron un medio que 
contenía 10 aminoácidos y ácido citidílico, el cual estimu
ló el crecimiento limitado. Onishi et al., 126 utilizaron un 
medio que contenía 15 aminoácidos , 2 nucleótidos, glice
rol y asparagina o NH/, que mostró mejores resultados. 
Dundas et al.,~1 concluyeron que la valina, metionina, iso
leucina y leucina son esenciales para el crecimiento de H. 
salinarium. Sus resultados mostraron además que la lisina 
no es esencial. Por otra parte Onishi et al ., 126 encontraron 
que los aminoácidos esenciales para H. cutirubrum son la 
arginina, leucina, lisina y valina. 

Los aspectos anteriores que se han descrito, aunque se 
refieren a las características generales de las bacterias haló
filas y son de interés intrínseco, no parecen jugar un papel 
directamente determinante en la relación de estos organis
mos con el agua y la sal, excepto por la naturaleza ácida de 
los fosfolípidos de la membrana. 

Por otra parte, la inestabilidad de la pared celular refleja 
un requerimiento específico de solutos, que puede ser des
crito como la relación 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 
a la estructura del agua, los enlaces hidrofóbicos y las fuer
zas electrostáticas;28 estas contribuciones se han atribuido 
a los efectos electrostáticos de las sales en la neutralización 
del exceso de cargas sobre la membrana.25·27 ·29 Baxter ha 
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planteado una explicación similar sobre la inactivación de 
la lactato deshidrogenasa en una solución diluida de un 
organismo halófilo. 14 Brown atribuyó los eventos electros
táticos en la membrana a una carga negativa causada por 
un exceso de aspartato y glutamato en las proteínas de la 
membrana. Lanyi ha propuesto convincentemente que las 
interacciones hidrofóbicas son los principales factores que 
suelen intervenir en las proteínas de los halófilos.91 

La fisiología intracelular de los organismos halófilos 
extremos está dominada por la masiva acumulación de K+ 
y c1- y por una eficaz exclusión del Na+. Este hecho fue 
demostrado por Christian y Waltho, quienes encontraron 
que H. salinarium, al crecer hasta la fase estacionaria en un 
medio que contenía 4 M de NaCl y 0.03 M de KCl, acumu
ló K+ hasta una concentración de 4.5 M y concentraciones 
de Na+ y c1- de 1.4 y 3.6 M, respectivamente.39 

Continúa la discusión sobre las relaciones que existen 
entre la sal y las enzimas de los organismos halófilos, que 
son de inmediata relevancia. Las condiciones que permiten 
a una enzima funcionar vigorosamente pueden también 
conferirle una importante vía de inactivación; algunas en
zimas son estables bajo ciertas condiciones que inhiben se
veramente la actividad. Así, la isocitrato deshidrogenasa de 
un halófilo es muy estable, pero se inhibe fuertemente por 
4 o 5 M de NaCl.5·6 

Las enzimas de los organismos halófilos se han estudiado 
lo suficiente para hacer una generalización de sus requeri
mientos de sal, aunque, por supuesto, hay excepciones. En 
general las enzimas que están asociadas con la membrana 
celular tienen un óptimo en su actividad en la concentración 
de 4 M de NaCl ó KCl; las enzimas ribosomales tienen un 
requerimiento específico para KCl en un óptimo cercano a 4 
M. Las enzimas solubles del metabolismo intennediario co
lectivamente tienen un amplio margen de sal óptima, pero 
por ejemplo, la isocitrato deshidrogenasa específica para ni
cotinamida adenín dinucleótido fosfato (NADP), tiene un 
óptimo entre 0.5 y 1.0 M de NaCl o KCl.6 

Las enzimas citoplasmáticas que se inhiben con altas 
concentraciones de sal pueden funcionar porque la compo
sición intracelular es tal que el impacto del ambiente del 
organismo es ligero. Si el KCl no se acumulara, la activi
dad relativa de agua (aw) y la concentración total de soluto 
podrían ser iguales . Este ajuste termodinámico 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.6 

De esta manera, en las bacterias halófilas, el KCl tiene 
una función fisiológica muy similar a la de los compuestos 
poliólicos en las levaduras xelotolerantes y algas halófilas.30 

LEY ADURAS 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 nomenclatura y la distribución de 
las levaduras tolerantes han sido discutidas por Onishi. 125 

Scarr y Rose, 156 definieron como levaduras osmofílicas a 
todas aquellas capaces de crecer en soluciones de azúcares a 
concentraciones de 65 ºBrix (65% wt/wt) a 20 ºC; esta defi
nición puede usarse para la descripción del grupo de levadu
ras tolerantes a altas concentraciones de azúcar. Dado que 
las relaciones de agua de estos organismos varía notable
mente con la presencia del soluto para ajustar la ªw' no es 
posible anticipar una definición real basada en la tolerancia a 
la baja ªw· Por ejemplo, Onishi reportó que a 30 ºC, la leva
dura Torulopsis halonitratophila no puede crecer en un me
dio diluído, pero sí lo hace en presencia de 6% (wt/wt) de 
NaCI a 20 ºC; Sin embargo, ésta creció en un medio diluido; 
así a alta temperatura el organismo fue halófilo o xerófilico, 
mientras que a 20"C fue xelotolerante. 124 

Los cambios de temperatura juegan un papel muy im
portante en los mecanismos transcripcionales y postraduc
cionales que promueven la acumulación de trehalosa y glu
cógeno. Durante un cambio de temperatura de 25 ºC a 
33-38 ºC, se observa la activación transcripcional de TPSJ 
y GSY2, que participan en la acumulación de glucógeno y 
trehalosa.75 Durante un incremento de temperatura de 38-
40 ºC, la concentración intracelular de sustratos puede ser 
decisiva para la acumulación de trehalosa.133 Finalmente, 
se debe enfatizar que la capacidad de las células para acu
mular trehalosa y glucógeno en respuesta al estrés está li
gada a la presencia y cantidad de enzimas que contienen 
antes de la exposición al estrés; esto se encontró en experi
mentos realizados con las mutantes en msn2/msn4 y 
hspl04, las cuales acumulan menos reservas de glucosa 
después de la exposición al estrés ténnico.44,77,133,181 

Onishi ha reportado algunos efectos de la concentración 
de solutos sobre la capacidad de la levadura para asimilar 
los azúcares. 125 Por ejemplo, una cepa de S. rouxii asimiló 
glucosa rápidamente en un medio diluido o en la presencia 
de 18% de NaCI. Ésta creció también inmediatamente en 
presencia en un medio basal con galactosa o maltosa como 
fuente de carbono, pero en presencia de estos azúcares más 
el NaCl, creció pobremente. También comenta que muy 
pocas cepas pueden asimilar o fennentar estos azúcares en 
un medio alcalino. 

Aunque las levaduras xelotolerantes pueden prosperar a 
niveles de actividad de agua más bajos que en los que se 
encuentran las bacterias halófilas extremas, estos dos orga
nismos son muy diferentes; igual que las levaduras, no tie
nen requerimiento absoluto para un soluto específico. 
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Brown encontró diferencias consistentes entre S. cerevi
siae y S. rouxii en la cantidad de captación de solutos como 
una función de la concentración extracelular de solutos; al 
incubar las levaduras en soluciones amortiguadoras de al
gún azúcar o glicerol. S. rouxii mostró una baja capacidad 
para la captación de los no electrolitos, comparada con S. 
cerevisiae. 31 

Todas las cepas xelotolerantes contienen altas concen
traciones de polialcoholes; el principal es el arabinitol 
cuando las levaduras se crecen en medio básico.30 Los po
lioles confieren dos características a las levaduras xelotole
rantes; i) funcionan como osmorreguladores y ii) como so
lutos compatibles que son sustancias que a altas 
concentraciones mantienen la actividad de las enzimas 
contra la inhibición o inactivación. Además, los polioles 
sirven como fuente de reserva. Las bases fisiológicas 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 acumulación de 
polioles en levaduras es común.30 

ALGAS HALÓFILAS 

Hay algas halófilas en el phylum Chlorophyta, en el or
den Volvocales. El género principal con especies halófilas 
es Dunaliella y Chlamydomonas. Ambos son flagelados; la 
principal distinción morfológica entre ellos es la carencia 
de una pared celular en Dunaliella. Se conocen pocos deta
lles de Chlamydomonas, pero la evidencia ecológica sugie
re que el género es mucho menos halotolerante que Duna
liella. 24 

Una diferencia fundamental entre las bacterias y las al
gas halófilas reside en la capacidad de las algas para ex
tender sus límites de tolerancia a la sal, hacia una alta o 
baja concentración, con la implicación de que esos límites 
están determinados en parte por la historia evolutiva del 
organismo; es así que McLachlan reportó que D. tertio
lecta creció en un margen aproximado de 0.06-2 M de 
Nac1.106 

La presencia de altas concentraciones de sal en las 
algas no es evidente; sin embargo, los análisis directos 
reportados por Trezzi et al., 169 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 plasmática es libremente permeable a la sal y que 
el alga puede acumular concentraciones citoplasmáti
cas de sal similares a las del medio de crecimiento. Por 
otra parte, Johnson et al., 79 señalan que existe una sen
sibilidad a la sal de un número de enzimas preparadas 
de un extracto de células de D. viridis. Ben-Amotz y 
Avron 17 encontraron que el glicerol se acumula hasta 
una concentración de 2 M en D. parva, cuando el alga 
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se adapta a una concentración extracelular de 1.5 M de 
NaCI. 

La producción de polioles en las algas ha sido am
pliamente estudiada por Lewis y Smith. 1º1 El manito) es 
un polio) común en las algas, particularmente en las ma
rinas; también se menciona que la alta concentración del 
manito) es un fenómeno ubicuo, por la alta concentra
ción del poliol en líquenes, lo cual denota la posible fun
ción de estos compuestos como osmorreguladores en al
gas marinas. 

A la acumulación de glicerol en Dunaliella se le supo
nen tres principales funciones: 22 

i) La primera y más obvia, es que actúa como osmorre
gulador; es decir, como una sustancia que, en la concentra
ción en la que se encuentra responde positivamente a la 
concentración extracelular del soluto (negativamente a la 
aw), y mantiene de este modo aproximadamente una igual
dad entre la actividad interna y externa aw (o potencial de 
agua), y por lo tanto minimiza el estrés osmótico y la des
hidratación a la cual está sujeta la célula. ii) la segunda fun
ción es como un soluto compatible o protector de la activi
dad enzimática. iii) Puede funcionar como fuente de 
reserva bajo ciertas condiciones.22 

En el género Chlamydomonas hay especies que crecen 
con un mínimo requerimiento de NaCl de 0.34 M; además 
tiene la habilidad de crecer en 1.7 M de NaCI. 172 Algunas 
algas verde-azules aisladas del Mar Muerto, y en particular 
la especie Aphanocapsa, tiene un mínimo requerimiento de 
sal de 1.0 M y crece mejor en presencia de 1.5 a 3 M de 
NaCI. 176 El Mar Muerto así como otros ambientes marinos 
contienen altas concentraciones de Mg2+, el cual por sí 
mismo es un factor significante que contribuye a la toleran
cia a la sal. 

PLANTAS 

La producción de polioles también es común en las plan
tas. En Mesembryanthemum crystallinum, el sodio se acu
mula en altas concentraciones en las vacuolas, y los polioles 
(myo-inositol, D-ononitol y D-pinitol) se acumulan en el ci
tosol. La síntesis de polioles es regulada por el NaCI y está 
involucrada en la inducción y represión de genes. 149 

Las plantas que acumulan naturalmente solutos osmo
protectores lo hacen a concentraciones que suelen oscilar 
entre 5 y 50 µmol g· 1 peso fresco en la base de la planta (6-
60 µM) y esto aumenta si la planta es expuesta a algún tipo 
de estrés osmótico. 149 En las células de las plantas los os
moprotectores están típicamente confinados principalmen
te en el citosol, cloroplastos y otros compartimentos cito
plasmáticos 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 concentración de 200 mM. Ta
les concentraciones son osmóticamente significativas y su 
papel fundamental es mantener la turgencia de las células y 
el gradiente para la captación de agua durante las condicio
nes de estrés. 149 

Se ha investigado el papel de la ectoína en la adaptación 
osmótica de Rhizobium meliloti; la cual provee condiciones 
de crecimiento similares como la glicina betaína en R. me
liloti bajo condiciones osmóticas de crecimiento adversas 
(0.5 M NaCI). Ensayos de resonancia magnética nuclear 
con 13C y ensayos de radioactividad muestran que la ectoí
na no se acumula en el citoplasma y como consecuencia no 
reprime la síntesis de solutos compatibles endógenos (glu
tamato, trehalosa). Sin embargo, la alta concentración de 
glutamato en las células sometidas a un estrés osmótico en 
presencia de ectoína sugiere que está involucrado en la res
tauración del balance osmótico, la ectoína puede jugar un 
papel en la estimulación en la síntesis de osmolitos endó
genos.164 

Se ha encontrado que en sistemas fotosintéticos , la be
taína, por ejemplo, protege eficientemente varios compo
nentes de la maquinaria fotosintética como la ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO) y el complejo 
fotosintético (PSil).61 Se ha demostrado la acumulación de 
betaína en respuesta a la sal, deshidratación y frío en plan
tas superiores que son características en la acumulación de 
este soluto compatible.131 

Los niveles de prolina en plantas transgénicas de Arabi
dopsis thaliana (100 µg/g peso fresco) es aproximadamen
te el doble que las plantas control crecidas en ausencia de 
estrés, y tres veces mayor (600 µg/g peso fresco) en plantas 
sometidas a estrés durante el crecimiento. Los altos 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. 115 

En algunas plantas que acumulan naturalmente glicina 
betaína (espinacas, remolachas); la síntesis se lleva a cabo 
en los cloroplastos por medio de dos reacciones de oxida
ción de la colina hacia la glicina betaína. La primera oxida
ción hacia aldehído betaína es catalizada por la colina mo
nooxigenasa (CMO); la oxidación de la aldehído betaina 
hacia glicina betaína es catalizado por la betaína aldehído 
deshidrogenasa. 142 

SOLUTOS COMPATIBLES EN LAS 
CÉLULAS ANIMALES 

En los mamíferos, el riñón es un órgano clave compo
nente del sistema de defensa contra los cambios intra/extra
celulares de las concentraciones de los solutos . Esto se 
debe a que este órgano tiene la capacidad de producir orina 

de una muy alta y variable osmolaridad, dependiendo del 
estado de hidratación. Este rasgo característico del riñón es 
el resultado de la operación y la interacción que existe con 
el sistema de la médula renal. Durante la deshidratación, 
cuando se excreta una orina concentrada, se acumula NaCI 
y la urea en el intersticio medular y proveen la fuerza con
ductora para la reabsorción del agua a través de la colec
ción por el dueto epitelial. 78 

Las altas y variables concentraciones extracelulares de 
NaCI y urea que confrontan las células presentan tres pro
blemas principales: Primero, en el riñón existen diversos 
efectos de estrés osmótico por las altas concentraciones de 
Na+, el cual, en contraste con la urea, no penetra rápida
mente en las membranas celulares y está principalmente 
acompañado por el anión c1-. En las células de la médula 
renal, el equilibrio osmótico en presencia de concentracio
nes elevadas de NaCI se lleva a cabo primeramente por la 
acumulación de pequeños solutos orgánicos. 15·59 En el ri
ñón de los mamíferos, el segundo cambio al que se enfren
tan las células de la médula renal es la alta concentración 
de urea (200 mM). Aunque la urea rápidamente penetra la 
mayoría de las membranas celulares y consecuentemente 
no ejerce un estrés osmótico; tales concentraciones per se 
afectan la viabilidad de la célula seriamente promoviendo 
daños en la estructura y función de las proteínas y ácidos 
nucleicos.35·162 El tercero es que esas células deben conten
der con los cambios extremos en las concentraciones exter
nas de solutos durante la transición de la diuresis; ejemplo, 
bajas concentraciones de solutos en la médula hacia la anti
diuresis, altas concentraciones de solutos medulares, y vi
ceversa. Estas fluctuaciones fisiológicas en la osmolaridad 
extracelular requieren de mecanismos que permitan la 
efectiva acumulación y reducción de osmolitos orgáni
cos.162 

Las células de la médula renal, que bajo condiciones fi
siológicas normales se exponen a condiciones variables 
extracelulares de los solutos, responden al estrés hipertóni
co mediante la acumulación de osmolitos orgánicos como 
glicerofosforil colina (GPC), betaína, mio-inositol, sorbi
tol, y aminoácidos. El incremento intracelular de estos os
molitos se lleva a cabo por el efecto combinado del aumen
to en la captación (mio-inositol y betaína), síntesis 
(sorbitol y posiblemente GPC), disminución en la degrada
ción (GPC) y liberación de osmolitos. 16 

Se han identificado solutos orgánicos activos que exis
ten en altas concentraciones en la médula interna renal. Los 
niveles de los osmolitos se han cuantificado por espectro
fotometría de resonancia magnética nuclear y por ensayos 
bioquímicos en extractos obtenidos con ácido perclórico de 
ratas normales y deshidratadas (3 días) . La deshidratación 
aumenta la osmolaridad de la orina de l,503 a 3,748 mos
mol/kg y el contenido de la urea en la médula interior de 



González-Hernandez et al Estrategias de adaptac1on de m1croorganismos halof1/os y Debaryomyces hansenii 145 

2,036 a 4,405 nmol/mg proteína. En consecuencia, los po
lialcoholes (inositol y sorbitol) aumentaron significativa
mente entre 95 y 78%. En conclusión, los principales os
molitos involucrados en la médula interna renal pueden 
aumentar durante la antidiuresis, pero son regulados de 
manera compleja.66 

Las células renales medulares contienen altos niveles de 
(glicina) betaína, 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 NaCI) sin inhibir 
a las enzimas y 2) Las metilaminas (GPC y betaína) son 
osmolitos que interactúan y estabilizan las proteínas contra 
la perturbación de la alta concentración de urea renaI. 135 

Los solutos orgánicos activos se han encontrado en altas 
concentraciones en la médula renal interna de una amplia 
variedad de especies de mamíferos, pero no se ha demos
trado su existencia en riñones humanos. Está demostrado 
que algunos osmolitos orgánicos como la glicina betaína, 
mio-inositol, sorbitol y glicerofosforil se encuentran en di
ferentes muestras de tejidos de riñones humanos que fue
ron removidos quirúrgicamente por daños involucrados en 
un polo del riñón; también se estudiaron riñones de perros, 
puercos y conejos. Los niveles de osmolitos fueron mayo
res en la médula más que en los cortes de tejidos, los resul
tados muestran en los riñones humanos una alta concentra
ción de sorbitol, glicerofosforil colina, glicina betaína y 
mio-inositol. Se detectaron osmolitos en bajas concentra
ciones en el músculo esquelético de conejo. Los osmolitos 
orgánicos detectados en humanos son importantes fisioló
gicamente y podrían estudiarse en otros mamíferos como 
modelos para la investigación del sistema de osmolitos en 
la función del riñón humano. 160 

Las células de la médula renal se exponen a altas con
centraciones de sal durante la antidiuresis. Éstas se adaptan 
en parte ante la acumulación de mio-inositol, glicina betaí
na, taurina y otros aminoácidos, transportándose a través 
del fluido intersticial. Este transporte es regulado osmóti
camente por los cambios en la transcripción de los trans
portadores y por las modificaciones postraduccionales.59 

ASPECTOS ENERGÉTICOS DE LOS ORGANISMOS 
HALÓFILOS 

La fuente primaria de energía para la expulsión del Na+ 
y acumulación de K+ por la mayoría de los microorganis
mos es el gradiente electroquímico de protones (t.µH +) a 
través de la membrana citoplásmatica. Este gradiente elec
troquímico de protones deriva de la cadena transportadora 
de electrones (en Halobacteriales durante el crecimiento 
aeróbico) o del ATP formado durante la fosforilación por 
la actividad de la ATPasa (H+-ATPasa tipo F en bacterias, 
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H+-ATPasa tipo A en organismo halófilos del phylum Ar
chae).74 Existe un caso excepcional de la generación direc
ta de una fuerza protón motriz generada por la luz, media
da por la bacteriorrodopsina en Halobacterium salinarum 
y algunos miembros de Halabacteriaceae, ésta parece ser 
una excepción, más que la regla en los halófilos del domi
nio Archaea, y sin embargo, estos organismos pueden cre
cer heterotróficamente en la obscuridad. 19 

Se puede también establecer un gradiente de Na+ 
(t.µN/) a expensas del gradiente de protones, vía los anti
portadores Na+ffi+; tal actividad ha sido demostrada en las 
halófilas del phylum Archaea92•93 , bacterias halófilas70 y 
eucariontes.81 

El bombeo de protones en los microorganismos que 
acumulan solutos orgánicos también requiere energía para 
el bombeo de iones, para mantener su concentración iónica 
intracelular baja y contender con la difusión de sales inor
gánicas a través de sus membranas. 

Los antiportadores Na+ffi+ se han caracterizado en las 
bacterias halófilas moderadas que sintetizan solutos orgá
nicos, tales como Salinivibrio costicola.70 Estos antiporta
dores juegan un papel importante para mantener bajas las 
concentraciones de Na+. La actividad del antiportador Na+/ 
H+ de la membrana citoplasmática de Dunaliella aumenta 
cuando las células crecen en altas concentraciones de 
NaCI. 

La captación o expulsión de iones de las células juega 
un papel importante en la osmoadaptación de ciertos orga
nismos. E. coli, por ejemplo, activa un sistema de capta
ción de iones K+ en condiciones de alta osmolaridad; esto 
lo realiza con el fin de acumular el ion K+ así como otros 
osmolitos. 180 

En las células de los mamíferos, la disminución del vo
lumen se regula por medio de un choque hipoosmótico 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.89 

Las levaduras específicamente controlan la proporción 
intracelular de iones de Na+ y K+ activamente, por la activi
dad de una Na+-A TPasa o vía el anti portador por H+, hacien
do uso de los gradientes de protones generados a través de 
las membranas citoplasmática y vacuolares, resultantes de la 
actividad de las A TPasas y transportadores respectivos .152 

Aunque estos mecanismos son importantes para la homeos
tasis iónica bajo estrés salino, se ha involucrado también a 
varios de los transportadores con la adaptación osmótica que 
además pueden ser regulados por señales osmóticas. 152 

SO LUTOS COMPATIBLES 

En los microorganismos halófilos y halotolerantes se ha 
reconocido un buen número de solutos diferentes;55 a con-
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tinuación se presenta una breve recopilación y selección 
(Fig. 2) de acuerdo con su distribución 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 Dunaliella18 a concentraciones saturantes de NaCI, y 
este soluto también se ha encontrado en un gran número de 
hongos;4•5 la sacarosa y la trehalosa se han encontrado 
principalmente en bacterias no halófilas y halófilas ligeras 
al crecerlas en concentraciones altas de sal, y también en 
las cianobacterias. 104 El glucosilglicerol, principal osmoli
to estabilizador en las cianobacterias, se sintetiza ante con
centraciones intermedias de sal, 104 pero también se ha 
identificado como un soluto osmótico en las bacterias hete
rotróficas Pseudomonas mendocina. 136 La glicina betaína 
es producida por muchas bacterias fotosintéticas anoxigé
nicas halófilas55•6º y por la mayoría de las cianobacterias 
tolerantes a la sal (muchas bacterias heterotróficas halófilas 
o halotolerantes que toman del medio la glicina betaína, 
obviamente cuando el compuesto se encuentra en concen
traciones suficientes para poder conferir un balance osmó-
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tico) .76•174 Solamente algunos heterótrofos sintetizan glici
na betaína, como Actinopolyspora halophilala. 55 La glicina 
betaína también se sintetiza junto con otros compuestos en 
ciertos organismos metanogénicos halófilos del dominio 
Archaea.88 La ectoína (ácido carboxílico 1,4,5,6-tetrahi
dro-2-metil-4-pirimidina) es el principal soluto producido 
por las bacterias heterotróficas halófilas, y también se ha 
encontrado en la bacteria fotosintética del género Halorho
dospira. 54•65 

Onishi et al; 125 estudiaron 119 cepas de levaduras para 
determinar la producción de polioles, y encontraron que la 
mayoría de las especies producen glicerol, arabinitol, y 
cierta cantidad de erititritol, y mostraron que las altas con
centraciones de azúcares o sales en el medio de crecimien
to cambian el patrón de fermentación en muchas levaduras 
osmotolerantes, lo cual se reflejó en un incremento en la 
producción de polioles. 

El glicerol se sintetiza en dos pasos, a partir de la dihi
droxiacetona fosfato (Fig. 3). Estos pasos son catalizados res
pectivamente por la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (Gpd) 
NAD dependiente, y la glicerol-3-fosfatasa (Gpp). Para am-
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Figura 2. So/utas compatibles orgánicos 
encontrados en microorganismos halófilos 
y haloterantes. 
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bas enzimas, la levadura posee dos isoformas expresadas dife
rencialmente GPDI y GPD27·1º·2º y GPPl (RHR2) y GPP2 
(HOR2).71 ·11 8,l30 S. cerevisiae también posee genes que codi
fican para las enzimas glicerol deshidrogenasa (GCY 1 Y 
YPRl), así como la dihidroxiacetona cinasa (DAKl y 
DAK2), que constituyen la vía de la degradación del glicerol. 
En la vía para la producción del glicerol vía Gpdp y Gpp, el 
NADH se convierte en NAD, mientras que para la utilización 
del glicerol, éste se convierte en dihidroxiacetona fosfato vía 
Gcylp y Daklp, y en el proceso, reduce al NADP a NADPH. 
Así, un ciclo de la dihidroxiacetona fosfato puede esencial
mente funcionar como una transhidrogenasa para la intercon
versión de NADH a NADPH.2º· 119 S. cerevisiae no tiene 
transhidrogenasas para interconvertir el NADH en NA
DPH116, y por esta razón este ciclo puede tener varios sitios de 
control. Existen dos glicerol-3-fosfato deshidrogenasas, una 
dependiente de NAD (Gpdlp y Gpd2p) y una dependiente de 
FAD (Gut2p), que participa en el transporte de electrones del 
NADH hacia el FADH y se encuentra dentro de la cadena res
piratoria mitocondrial. 

Glucosa 

Glucosa 
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La trehalosa es un disacárido 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. 62 Este 
compuesto también está ampliamente distribuido en las le
vaduras y se acumula normalmente durante condiciones de 
disminución de crecimiento, particularmente durante perio
dos de inanición y diferenciación. 165 Aunque en la fase es
tacionaria las células de S. cerevisie contienen una concen
tración elevada de trehalosa, cuando se crecen en un medio 
con un potencial de agua disminuido, 112 Ia trehalosa parece 
estar jugando un pequeño papel en la osmorregulación du
rante las etapas del crecimiento. 

Las células de levadura producen y acumulan también 
glucógeno, un polisácarido formado por cadenas lineales 
de moléculas de glucosa unidas con enlaces a-1,4, y rami
ficaciones con enlaces a-1,6. El glucógeno juega el papel 
de un carbohidrato de reserva, mientras que la trehalosa 
como protector contra el estrés; esto sin embargo, como se 
mencionó, no es tan claro en la levadura como en las bacte
rias.96·97 La trehalosa actúa más bien como protector ante el 
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estrés térmico y otras formas extremas de estrés osmótico, 
como la desecación y el congelamiento. Además de esto, la 
trehalosa juega un papel importante en el control de la glu
cólisis, y potencialmente en el control de la relación ATP/ 
ADP de células bajo condiciones de estrés.2º·52 Por esta ra
zón conviene mencionar de manera general las vías de sín
tesis de la trehalosa y el glucógeno (Fig. 3). 

Los niveles de trehalosa y glucógeno son bajos durante 
las fases de proliferación en cultivos en matraz con gluco
sa como fuente de carbono; el glucógeno comienza a acu
mularse en la última parte de la fase logarítmica, antes de 
que 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 glucosa residual y del etanol 
producido durante la fermentación.52 

La producción del glucógeno y la trehalosa se ilustran 
en la Fig. 3; comienza con la conversión de la glucosa 6-
fosfato en glucosa 1-fosfato por la fosfoglucomutasa 
(Pgmlp y Pgm2p) y después a UDP-glucosa por la UDP
glucosa fosforilasa (Ugplp). La expresión de PGM2 y 
UGPl se estimula en diversas situaciones de estrés.36·54 La 
producción de glucógeno se inicia por la glucogenina, co
dificada por GLG 1 y GLG2, la cual produce pequeñas ca
denas unidas a ésta por enlaces cx-1,4. Subsecuentemente, 
las cadenas son elongadas por la glucógeno sintasa (Gsylp 
y Gsy2p) y se ramifica por la enzima ramificadora, Glc3p. 
La hidrólisis del glucógeno es catalizada por una enzima 
desramificadora (Gdplp) y la glucógeno fosforilasa 
(Gphlp), la cual produce glucosa !-fosfato. Esta vía es 
idéntica a la de las células de los mamíferos.52 La expre
sión de los genes GLGl, GSYl, GSY2, GLC3 y GPHl, se 
estimula en diversas condiciones de estrés. 

Para la producción de trehalosa, la UDP-glucosa y glu
cosa 6-fosfato se convierten primero en trehalosa 6-fosfato 
por acción de la trehalosa 6-fosfato sintasa (Tpslp) y luego 
en trehalosa por la trehalosa 6-fosfatasa (Tps2p). Tpslp y 
Tps2p son parte de un complejo que también contiene 
Tsl 1 p y Tps3p. Estos son, probablemente genes alternati
vos, reguladores o subunidades estabilizadoras.1º1·1º2•178 

MECANISMOS PROPUESTOS DEL EFECTO DE 
LOS SOLUTOS COMPATIBLES 

La trehalosa muestra características de estabilizador de 
proteínas y membranas bajo condiciones de estrés, espe
cialmente durante la desecación; su efecto protector con
siste en reemplazar a las moléculas de agua a través de la 
uniones polares de sus residuos, la trehalosa previene la 
desnaturalización de las proteínas y la fusión de membra
nas; además, forma cristales en estado seco, un proceso 
que puede ser requerido para la estabilización de las molé
culas en estado deshidratado.41 Además, la trehalosa man-

tiene estables a las proteínas en altas temperaturas y pH 
ácido. Las propiedades protectoras de la trehalosa son cla
ramente superiores a otros azúcares, tales como la sacaro
sa, convirtiendo a la trehalosa en un protector ideal contra 
el estrés.41 

Hochachka y Somero (1984)73 establecieron que en los 
animales multicelulares, los osmolitos orgánicos juegan un 
papel relativamente menor en el balance osmótico de los 
fluídos extracelulares. El razonamiento de apoyo a esta 
idea es que muchas de las maquinarias metabólicas y bio
sintéticas de los organismos multicelulares están en el 
compartimento intracelular. Durante un estrés hiperosmóti
co los osmolitos orgánicos, tales como aminoácidos libres, 
polioles y metilaminas, se acumulan en las células a con
centraciones elevadas. Estos solutos no afectan la actividad 
enzimática como lo hacen las concentraciones elevadas de 
sales inorgánicas; por ello, se les llama solutos compati
bles.162 La acumulación de estos solutos permite el funcio
namiento de las enzimas intracelulares. Este patrón se de
muestra, por ejemplo, en los invertebrados marinos 
(langostas, moluscos) que acumulan altas concentraciones 
de osmolitos orgánicos.63 

Los cambios en la osmolaridad externa disparan el flujo 
de agua a través del gradiente osmótico causando hincha
miento (y eventualmente la lisis) en medios hipotónicos o 
plasmólisis y la deshidratación bajo medios hipertónicos. 
Los solutos compatibles responden al problema de la ele
vada osmolaridad involucrando una respuesta bifásica en 
la cual aumentan los niveles de K/(glutamato), lo cual se ha 
observado como una respuesta primaria al fenómeno,49 se
guido de un dramático incremento en la concentración 
citoplasmática (síntesis/captación),55 los cuales no interac
túan con las proteínas; el papel de los solutos compatibles 
consiste en una estabilización efectiva de la función enzi
mática,32 otorgando protección contra la salinidad, alta 
temperatura, deshidratación y el estrés térmico.100·177 

Los principios moleculares de la función de los solutos 
compatibles de la exclusión preferencial de la superficie de 
las proteínas y de otras macromoléculas citoplasmáticas es 
la base para la compatibilidad de la naturaleza de los osmo
li tos.11 Existen tres posibles explicaciones de la exclusión 
de esos solutos de la interfase proteína-agua. Un modelo 
propuesto por Bull y Breese34 sugiere que los solutos com
patibles pueden incrementar la tensión de superficie del 
agua, incrementando las fuerzas cohesivas con la estructu
ra del agua, haciendo de esta manera más difícil romper las 
interacciones agua-agua, favoreciendo el complejo proteí
na-agua. La solvatación de la proteína con la baja tensión 
de superficie del agua es energéticamente más favorable, el 
volumen de agua puede tender a hidratar a la proteína ex
poniendo la alta tensión de superficie del agua a la superfi
cie de la proteína. Segundo, al aumentar la tensión de su-
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perficie, la incompatibilidad estérica juega un papel im
portante en la exclusión de osmolitos de las superficies ma
cromoleculares. En contraste con el agua (mismo tamaño, 
polaridad y potencial de hidrógeno), que es capaz de aco
modar casi toda la geometría de superficie de la proteína, 
muchos osmolitos orgánicos son largos, rígidos, repletos 
de grupos hidrógenos, que son preferencialmente excluidos 
de la superficie de la proteína, favoreciendo el contacto con 
las moléculas de agua. El tercer modelo, la explicación más 
trivial para la exclusión preferencial, se centra en la exis
tencia de posibles fuerzas repulsoras entre los solutos y 
ciertos grupos de la superficie de la proteína. 103 

En adición a la teoría de la protección por solutos; Cayley 
et al.31 han propuesto que el volumen citoplasmático es el 
determinante fundamental del crecimiento bajo condiciones 
de estrés hiperosmóticas y que el efecto secundario del in
cremento del volumen por la acumulación de solutos com
patibles (una consecuencia de la exclusión preferencial de 
las macromoléculas citoplasmáticas y componentes de 
membrana) es la clave para su función osmoprotectora. Así, 
los solutos compatibles pueden servir como un papel dual en 
la osmorregulación de las células, restaurando el volumen 
celular y la estabilización de la estructura de proteínas.37 

DEBARYOMYCES HANSENII 

Como se mencionó en la introducción, fue Norkrans en 
1966121 quien realizó los primeros estudios con levaduras 
marinas. Su trabajo se inició con el fin de comprobar si es
tas levaduras se reproducen en medios alcalinos, con altas 
concentraciones de sal (NaCI) y baja temperatura. Encon
tró una alta tolerancia a la sal para miembros del género 
Debaryomyces, Pichia, y Candida . Más tarde (Norkrans, 
1968), estudió la respiración y la fermentación de D. han
senii y otras levaduras en diferentes medios con diferentes 
sustratos, y demostró que D. hansenii era la más tolerante 
al NaCI, mostrando hasta un 10% de su actividad aún culti
vada en 4.4 M NaCl. 122 

En 1969 Norkrans y Kylin, 123 mediante el uso de isóto
pos radioactivos, estudiaron la captación y retención de K+ 
y Na+ en D. hansenii, levadura considerada en esa época 
como halotolerante, y de S. cerevisiae una levadura menos 
tolerante al NaCI. Realizaron sus estudios en presencia de 
4 mM, 0.68, 1.35 y 2.7 M de NaCl en el medio de creci
miento. Encontraron que la relación de la concentración de 
K+fNa+ es mayor en el interior de las células que en el me
dio, y que es mayor en D. hansenii que en S. cerevisiae. 
Sugirieron que esta diferencia entre las dos cepas puede 
deberse a la mayor capacidad de D. hansenii de expulsar el 
Na+ y captar K+. 

El glicerol se ha sugerido como un agente osmótico en 
D. hansenii; Gustafsson y Norkrans67•95 estudiaron la con-

Rev Latlnoam Mlcroblol 2002; 44 (3-4) : 137-156 

centración total, intracelular y extracelular de glicerol pro
ducido por esta levadura en presencia de 4 mM, 0.68 y 2.7 
M de NaCI en el medio de crecimiento. La concentración 
de glicerol no fue directamente proporcional a la produc
ción de biomasa, pero se encontró una concentración de 
0.2, 0.8 y 2.6 M en la fase logarítmica, con las concentra
ciones respectivas en el medio de crecimiento. Adler y 
Gustafsson3 encontraron que el glicerol es el principal po
lio) sintetizado en la fase logarítmica, mientras que el ara
binitol se produce en la fase estacionaria al cultivarla en 
presencia de 4 mM y 2.7 M de NaCl en el medio de creci
miento; también evaluaron la poza de aminoácidos durante 
el crecimiento de D. hansenii, sin encontrar cambios drásti
cos en su composición. La cantidad total de aminoácidos 
libres, en relación con el peso seco fue de 15 a 50 % más 
baja en las células cultivadas en 2.7 M NaCI, en compara
ción con las que se cultivaron en presencia de 4 mM. 

También se ha estudiado el crecimiento de D. hansenii 
en relación con el pH y la salinidad; D. hansenii es capaz 
de crecer más rápido en presencia de altas concentraciones 
de NaCI y en medio alcalino en comparación con S. cerevi
siae. Sin embargo, a un pH de 5.2 disminuye el crecimien
to de ambas células. El efecto puede atenuarse agregando 
sales de ácidos débiles al medio. Cuando D. hansenii crece 
en un medio alcalino, acumula mejor al K+ que al Na+ que 
cuando se crece en un medio más ácido.72 

Prista et al, 139 estudiaron los efectos del KCI, NaCI y 
LiCl en el crecimiento de D. hansenii, usualmente conside
rada como levadura halotolerante, y compararon los efec
tos con S. cerevisiae. El KCl y NaCl tuvieron un efecto si
milar en D. hansenii, indicando que el NaCI sólo 
representa un estrés osmótico, mientras que el LiCI tuvo un 
efecto inhibitorio. 

En medios con baja concentración de K+, el Na+ fue ca
paz de sustituir al K+, restaurando la relación del creci
miento específico y la biomasa final. La concentración in
terna de Na+ alcanzó valores de hasta 800 mM, sugiriendo 
que el metabolismo de D. hansenii no se afecta a esta con
centración elevada de NaCI. Se ha propuesto que el meta
bolismo de D. hansenii es menos sensible al Na+ intracelu
lar, en comparación 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
tración de K+ es baja, D. hansenii se comporta como una 
levadura halófila. 139 

En presencia de 1 M de KCI o NaCI, D. hansenii mues
tra un aumento en el crecimiento. Muestra también una 
baja acidificación del medio que aumenta con el NaCl, así 
como un aumento de la capacidad de captación de 86 Rb+ y 
22 Na+. El transporte de 86 Rb+ es saturable con valores de 
Km y Vmax más altos para las células cultivadas en NaCI 
l M, mientras que el transporte de 22 Na+ muestra un com-
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ponente de difusión, que también es mayor en las células 
cultivadas en NaCI. Los niveles de ATP son mayores tam
bién en las células que se cultivan en NaCI. Al incubar con 
glucosa las células crecidas en presencia de KCl, 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+ (ó Na+) a través de un uniportador; b) un sistema 
intercambiador de K+ffi+; y c) y un posible intercambiador 
catión/catión muy rápido. 168 Nosotros, por otra parte, en
contramos que el transporte de sodio sí es saturable, y Tho
mé-Ortiz et al., encontraron un comportamiento de difu
sión debido a que utilizaron concentraciones bajas de Na+ 
en su trabajo (datos no publicados). 

Se han reportado aplicaciones biotecnológicas a D. han
senii42·45·65 uno de los aspectos en que esta levadura ha sido 
empleada es la producción de xilitol, que se utiliza amplia
mente en la industria alimenticia por su poder endulzante, 
sus propiedades anticaries, y por la tolerancia que presen
tan los diabéticos a este polio!. 

D. hansenii es la levadura más común 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 características del queso.53 D. hansenii es 
también común en los productos lácticos,53 congruente con 
su capacidad de crecer en presencia de sal y baja temperatu
ra. Esta levadura es capaz de metabolizar ácido láctico y cí
trico; esto implica una actividad proteolítica y lipolítica du
rante la maduración de los quesos. Aunque D. hansenii se 
considera no patógena, se ha presentado un caso de infec
ción en hueso asociado con esta levadura. 179 

También se ha evaluado la asimilación de carbohidra
tos, como pentosas y hexosas, ya sean solas o en mezclas 
de los dos azúcares. Se ha observado que el crecimiento de 
D. hansenii en presencia de pentosas es lento en compara
ción con las hexosas, pero los valores obtenidos en el ren
dimiento de biomasa son similares en presencia de cual
quiera de estos azúcares. Sin embargo, cuando se mezclan 
estos dos tipos de azúcares, el consumo de una fuente de 
carbono no inhibe el consumo de la otra. 117 

El desarrollo de las técnicas moleculares se ha emplea
do para la construcción de pruebas específicas para la iden
tificación rápida y precisa de un gran número de cepas ais
ladas de quesos;40 se han desarrollado métodos rápidos y 
sensibles para la identificación de D. hansenii, basados en 
la hibridización de secuencias específicas para cada espe
cie. La especificidad de esas pruebas se reafirma por la hi
bridización del DNA de varias especies de levaduras en
contradas comúnmente en los quesos. 

Otro avance más relacionado con el estudio de D. han
senii es la clonación y expresión de dos genes codifican
tes para la Na+-ATPasa; los dos genes fueron clonados y 
secuenciados. Los genes, designados ENAl de D. hanse
nii (DhENAl y DhENA2), mostraron alta homología con 
los correspondientes de Schwanniomyces occidentalis . 
DhENAl se expresó en presencia de altas concentracio
nes de Na+, mientras que la expresión de DhENA2 requi
rió la presencia de un pH elevado.9 

BIOTECNOLOGÍA 

Algunos organismos halófilos extremos del phylum Ar
chae contienen pigmentos unidos a las membranas, la bac
teriorrodopsina (BR) y halorrodopsina, que les permite 
usar la luz y convertirla para utilizarla en sus procesos bio
energérticos mediante la generación de gradientes de H+ y 
c1-, respectivamente. 129 Otra aplicación de la BR es la re
novación de la energía bioquímica; por ejemplo la conver
sión de ADP hacia ATP; tal como el sistema de recicla
miento solar el cual puede ser de interés en los procesos 
biotecnológicos que necesitan gran cantidad de ATP.69 

Otra aplicación patentada de la BR es su uso como un bio
elemento en un sensor de movimiento1 y de imágenes en 
biocomputadoras. 84 

El interés biotecnológico por los 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 más abundantes es la ectoí
na. Las ectoínas son comunes en eubacterias aeróbicas 
heterotróficas . 55 

Una de las aplicaciones más prometedoras es el uso de 
la ectoína como estabilizador de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR).155 

La trehalosa, un osmolito en varias bacterias halotole
rantes, puede utilizarse como crioprotector para el congela
miento de biomoléculas, pero también para la conservación 
de los microorganismos, ya que la estructura de las mem
branas es preservada en presencia de este disacárido.56 

Los liposomas son usados en medicamentos y cosmé
ticos para el transporte de los compuestos hacia sitios 
específicos en el cuerpo. Los lípidos unidos a éteres de 
halófilos del phylum Archae tienen una alta estabilidad 
química y resistencia contra las esterasas y de esta ma
nera tienen una alta tasa de sobrevivencia comparada 
con los liposomas que están basadas en derivados de 
ácidos grasos. 56•

57 

La mayoría de las enzimas de los microorganismos ha
lófilos se inactivan o desnaturalizan a concentraciones por 
debajo de l M de NaCl.2 Su alta solubilidad en soluciones 
altamente concentradas de NaCl dificulta la aplicación de 
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los procedimientos cromatográficos.48 La adaptación de las 
enzimas halófilas a nivel molecular ha sido revisada por 
Madem et al.1º5 Los aminoácidos activos son ampliamente 
usados como intermediarios en la semisíntesis de antibióti
cos, hormonas peptídicas y pesticidas. Una ruta quimioen
zimática para la síntesis de D-aminoácidos involucra la 
conversión de DL-5-hidantoínas. Estas son asimétricamen
te hidrolizadas a N-carbamoil D-aminoácido por una hi
dantoinasa específica (dihidro-pirimidasa). El producto es 
convertido químicamente a los correspondientes D-ami
noácidos bajo condiciones ácidas. Joshi et al.,80 patentó un 
proceso para la preparación de D(-)N-carbamoilfenilglici
na (CPG), usando hidantoinasa del halófilo Pseudomonas 
sp. ATCC 55940. La cepa fue aislada del agua de mar y se 
describe que creció en presencia de NaCl al 7% (w/v) y 
sintetizó de 5-6% de CPG en 10-15 h. 

Una serina extracelular de un halófilo extremo, Halo
bacterium halobium (ATCC 43214), es un excelente catali
zador para la síntesis de péptidos, particularmente para los 
péptidos que contienen glicina. Las enzima requiere 4 M 
NaCl para obtener la actividad catalítica y la estabilidad 
optima en soluciones acuosas. 154 

Recientemente se aislaron de medios hipersalinos 99 ce
pas de la halotolerante Bacillus, la mayoría de las cuales 
crecen en medios con 20-25 % (w/v) de NaCI.58 Su descu
brimiento es de gran importancia biotecnológica porque 
muchos de estos microorganismos producen industrial
mente muchas hidrolasas. 

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

Los organismos halofílicos producen una amplia varie
dad de biomoléculas estables que pueden ser usadas para 
aplicaciones prácticas; producen enzimas estables (enzi
mas hidrolíticas, tales como DNAasas, lipasas, amilasas, 
gelatinasas y proteasas) capaces de funcionar bajo condi
ciones que normalmente suelen llevar a la precipitación o 
desnaturalización de muchas proteínas. Las proteínas de 
los organismos halófilos compiten efectivamente con las 
sales para la hidratación, una propiedad que puede resultar 
en la resistencia en los medios con baja actividad de agua, 
como en presencia de solventes orgánicos.43 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Los organismos halófilos son una clase interesante de 
organismos extremofílicos que se han adaptado a condicio
nes hipersalinas, son capaces de competir exitosamente por 
el agua y resistir los efectos desnaturalizantes de las sales. 
Estos organismos aparecen en la mayoría de los géneros, 
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como por ejemplo: las algas verdes fotosintéticas, las cia
nobacterias, las bacterias púrpuras y verdes, las bacterias 
sulfuro oxidantes, anaerobios fermentativos, las bacterias 
reductoras de sulfato, las bacterias heterotróficas Gram-ne
gativas y Gram-positivas. 

El interés por conocer la diversidad de microorganismos 
que se encuentran en medios hipersalinos está creciendo gra
cias al estudio de los mecanismos moleculares de adaptación a 
las condiciones hipersalinas. Los organismos halófilos pare
cen excluir las sales por medio de la síntesis de una cantidad 
igual o mayor de solutos compatibles sin carga o mantener 
macromoléculas estables que puedan resistir los efectos des
naturalizantes de la sal. Los genes Involucrados en la síntesis 
y acumulación de solutos compatibles y su regulación ha co
menzado a ser el foco de recientes investigaciones.45 

Los mecanismos involucrados en la tolerancia de la le
vadura halófila D. hansenii a la sal y los propuestos por 
Prista et al; 139 continúan bajo investigación, y se ha lo
grado establecer algunas de sus características fisiológi
cas. En nuestro grupo de trabajo estudiamos la resistencia 
al estrés salino y alcalino de D. hansenii, algunas funcio
nes metabólicas y la producción de algunos solutos com
patibles, todo con el fin de obtener el conocimiento gene
ral de las características fisiológicas de esta levadura 
halófila, y contribuir en la caracterización general del 
comportamiento de los organismos halófilos. También 
pensamos realizar análisis de microarreglos, que nos pue
den proporcionar datos cuantitativos, en los cuales pode
mos definir los niveles de expresión. Se pueden diseñar 
análisis de microarreglos, en Jos cuales se pueden instru
mentar diferentes condiciones experimentales y tiempo 
de exposición a las diferentes condiciones de estrés y ob
tener datos sobre el curso del tiempo, con el cambio en 
Jos niveles de expresión y con ciertas limitaciones, pode
mos concluir también las razones de cambio. Datos simi
lares pueden ser obtenidos de la expresión global de pro
teínas. Nosotros también podemos medir, el nivel y la 
proporción de cambio de muchos metabolitos durante Ja 
adaptación a cualquier condición de estrés. 

La disponibilidad de las secuencias completas de geno
mas ha facilitado Jos avances en el campo de Ja adaptación 
osmótica. La comparación de Jos genomas, acoplados con 
el avance de Ja proteómica, facilita Ja rápida detección de 
nuevos sistemas empleados por los microorganismos haló
filos o halotolerantes para adaptarse a las diversas formas 
de estrés en las cuales se encuentran. 

Los análisis estructurales de algunos sistemas aislados 
usando técnicas como difracción de rayos X, acoplados 
con la reconstitución artificial de membranas, proporcio
nan información importante en relación con la estructura y 
función de esos sistemas aislados, complementado con un 
riguroso análisis cinético de los mecanismos de activación, 
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en relación con Jos estudios estructurales de los componen
tes del sistema, deben de indicarnos Ja presencia de ciertas 
modificaciones estructurales que puedan tener un papel en 
Ja respuesta a Ja osmoadaptación. 

Los principales cambios que hay que aclarar es cómo las 
señales son percibidas, en relación con Ja amplia y compleja 
causa-efecto que se presenta bajo condiciones de estrés; dada 
Ja diversidad de Jos sistemas involucrados y las múltiples se
ñales fisiológicas (osmolaridad interna/externa, presión de 
turgencia o Jos parámetros relacionados tales como Ja tensión 
de membrana), Jos mecanismos moleculares de osmoadapta
ción se mantienen aún no completamente entendidos. 

Los organismos halófilos proveen oportunidades sig
nificativas para la biotecnología. Como resultado de los 
cambios naturales y los promovidos por el hombre, Jos 
ambientes hipersalinos van en aumento . Los ambientes 
hipersalinos pueden ser fácilmente creados por Ja concen
tración del agua de mar en medios áridos, principalmente 
en las lagunas costeras. Estos factores, junto con Ja pre
sencia de nuevas biomoléculas estables en los organismos 
halófilos, sugieren que estos organismos pueden ser muy 
importantes en el futuro. 
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Resumen 
El transporte del potasio es fundamental para todas las células. En la levadura Sac
charomyces cerevisiae se propuso como un intercambiador H•1K• dependiente del 
potencial redox. Sin embargo. posteriormente se demostró que hay una ATPasa que 
bombea protones y genera un potencial electroquímico que impulsa al K+ al interior 
por un transportador diferente. Mediante experimentos en la levadura intacta. el aisla
miento y la reconstitución de los sistemas de transporte H. -A TPasa/transportador de 
K+, se ha demostrado que los sistemas funcionan por separado. Además. se han clo
nado los genes de ambos sistemas. De hecho. S. cerevisiae contiene dos sistemas 
de captación de K+ (Trk1 p y Trk2p). También hay varios intercambiadores H•tK• que 
parecen tener importancia para la regulación del pH interno y la acumulación de K+ en 
la levadura. Además. se ha caracterizado un canal de K+. el cual permite la salida del 
K• citosólico. 

Palabras Clave: Transporte, potasio. levadura. 

Abstract 
Potassium transport is fundamental within the cell. The first redox potential dependent 
H•1K• antiporter was proposed to exist in the yeast Saccharomyces cerevisiae . In ad
dition. an A TPase that purnps protons and generates an electrochemical gradient was 
described later. This gradient provides the energy for the active uptake of K+ through 
different transporters. In experiments with whole cells and in the isolated or reconstitu
ted H+-ATPase/K• transporter systems. it was demonstrated that these systems func
tion independently. In addition. the genes of both systems have been cloned. In fact. S. 
cerevisiae contains two K+ uptake systems (Trk1 p and Trk2p) . There are also severa! 
exchangers H•1K• that seern be irnportant for the regulation of interna! pH and for the 
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regulation of K+ transport in the yeast. In addition. a K+ channel has been characteri
zed , which allows the efflux of cytosolic K+. 

Key words: Transport. potassium. yeast. 

Introducción 
El ión potasio (K+) es un componente indispensable para todas las formas celulares. y 

todas dependen de la captación. y eventualmente de la liberación de K+ para crecer y mante
nerse. Es también conocido que las células en la mayoría de los medios naturales contienen 
altas concentraciones de K+ en su interior. usando diferentes tipos de transporte. Los prime
ros experimentos enfocados para explicar el mecanismo de la captación del K+ en células 
eucarióticas (diferentes a las de mamifero), mostraron que en las levaduras el K+ parecía ser 
intercambiado por protones (H+) (1. 2) . 

Probablemente fue la levadura S. cerevisiae el organismo en el cual se realizaron los 
primeros estudios formales sobre el transporte de iones. en especial del K+. El grupo de Con
way observó primero la producción de una gran cantidad de ácido (H+) por la levadura (3). y 
realizó estudios orientados a definir el mecanismo del transporte del K+. en los cuales obser
vó una relación prácticamente estequiométrica de 1: 1 entre la entrada de K+ y la salida de H+ 
al medio durante la fermentación (3). Esto lo llevó a postular que la entrada de K+ y de otros 
iones a la célula se lleva a cabo preferentemente por un sistema de transporte o acarreador 
fisiológico de K+. y se propuso una '·bomba" que podía funcionar al mismo tiempo como una 
bomba de protones. produciendo el intercambio de K+ por H+. mediante un mecanismo eléc
tricamente neutro. impulsado por el potencial redox de la célula ( 4, 5). Este es un proceso im
portante, no sólo para la célula. sino también desde el punto de vista industrial; S. cerevisiae, 
al entrar en contacto con el medio, tiene la capacidad de acidificarlo expulsando W en inter
cambio con K+. y dado que las fermentaciones industriales suelen llevarse a cabo en anae
robiosis. ello le permite apoderarse de el. en contra de otros microorganismos que no tienen 
la capacidad de sobrevivir en medio ligeramente ácido. 

Una parte del problema se resolvió a partir de los experimentos de Rothstein y Demis 
(6). quienes encontraron que la fermentación se estimula en presencia de K+ extracelular, en 
otro estudio la adición de K+ también estimula la respiración (7). 

Mediante experimentos de transporte y aplicaciones cinéticas. también fue la levadu
ra en la que por primera vez se demostró la presencia de un acarreador de K+ (8. 9), pero 
manteniendo la hipótesis de la existencia de un intercambiador que transporta simultánea
mente los H+ al exterior y el K+ al interior. ambos en contra de un gradiente de concentración. 
inducido por la energía libre de las reacciones de óxido-reducción del metabolismo celular 
(5). 

Algunos años después. Peña y cols. (1 O) propusieron la existencia de una bomba de 
protones en la forma de una A TPasa. capaz de bombear protones y generar un potencial 
electroquímico. negativo y alcalino en el interior de la célula. cuyo componente eléctrico re
presenta el impulso que permite al K+ entrar a la célula por un transportador diferente de la 
ATPasa. Poco después. el grupo de Slayman demostró que la ATPasa de la membrana 
plasmática en células de Neurospora crassa utiliza energia libre hidrolizando ATP para bom
bear H+ fuera de la célula (11 ). También mediante estudios en la levadura intacta. Peña y Ra-
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mlrez (12) demostraron que el transporte del K• tiene lugar mediante el mecanismo 
propuesto por el grupo de Slayman. 

En otros experimentos. Peña y col s. ( 1 O) observaron que el pH alcal ino del medio de 
incubación sin K+ también estimula ambos procesos celulares (fermentación y respiración), 
y que ésto se acompaña de una salida rápida de H+; además de que la salida de H+ se acele
ra al agregar K+. pero sólo cuando el pH del medio es ácido (4.0). Se encontró que tanto la 
adición de K+ como el aumento del pH del medio producen una rápida disminución de los ni
veles de ATP y un aumento de ADP y fosfato inorgánico (6, 12). Dado que el elemento co
mún es un aumento del bombeo de protones al exterior. de acuerdo con la teoría 
quimiosmótica de Mitchell (13, 14). se propuso que en ambos casos se estimula la actividad 
de una ATPasa que bombea protones al exterior y que, ante la adición del K+. el potencial 
transmembranal. que impulsa al K+ al interior. se abate, aumentando la actividad de la ATPa
sa y el bombeo de protones. En vista de que esta ATPasa se estimula en medio alcalino. en 
el cual no hay transporte de potasio sino sólo el bombeo de protones. se propuso su existen
cia como una entidad separada. pero acoplada al transporte del K+ a través del potencial 
electroquímico. 

Otro enfoque para demostrar que el transporte del K+ implicaba dos sistemas diferen
tes. una ATPasa de protones y un acarreador del catión, consistió en utilizar diversos inhibi
dores. entre los cuales se encuentran las alquilguanidinas y algunos colorantes como 
safranina , azul de metileno, bromuro de etidio. etc. (12, 15, 16), que inhiben el transporte del 
potasio. pero no el bombeo de protones. 

Las alquilguanidinas inhiben el transporte de K+ competitivamente sin alterar la salida 
de protones ( 15); este efecto se demostró de manera contundente al utilizar bromuro de eti
dio (12). permitiendo separar la actividad de bombeo de H+ de la del transporte del K+. 

En N. crassa el efecto del pH extracelular sobre el transporte de cationes sugirió que 
la entrada de K+ y la salida de H. se pueden explicar en términos de la existencia de una 
bomba de protones (11 ). 

En esta revisión. discutiremos brevemente los factores que influyen en el transporte 
del K• como el potencial de membrana, el pH del medio y las vías involucradas en el trans
porte de K·. 

El potencial de me1nbrana y el transporte del K+ 
Mitchell postuló que el intermediario en la fosforilación oxidativa era un gradiente de 

protones creado a través de la membrana (13, 14). La idea central de su hipótesis establece 
que la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias o de las bacterias aeróbicas 
está acoplada a la síntesis de ATP mediante un potencial electroquímico de protones .1µH +. 
el cual se crea a través de las membranas transductoras de energía y el cual es necesario 
también para mover los iones al interior de las mitocondrias (o las bacterias) en contra del 
gradiente de concentración química mediante sistemas de transporte específicos. Otra de 
las contribuciones importantes de Mitchell consistió en postular que la A TPasa mitocondrial. 
al hidrolizar al ATP. puede bombear protones al exterior de la membrana. pero que es una 
enzima reversible. que en presencia del gradiente electroquímico de H+ lo utiliza para sinteti-
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zar el A TP a partir de ADP y fosfato inorgánico: propuso inclusive cambiar el nombre de 
ATPasa por ATP sintetasa o sintasa ( 13. 14 ). 

Los experimentos ya mencionados en la levadura condujeron al planteamiento de la 
existencia de una bomba de protones en la membrana plasmática. Esto se demostró en los 
trabajos de Peña y col s. ( 1 O) sobre el efecto del pH y del K• sobre la glucólisis y la respiración 
en las levaduras. donde plantearon la posible existencia de una ATPasa que funciona como 
una bomba de H'. que consume una fracción apreciable del ATP celular. que se inhibe por 
altas concentraciones de H. en el medio y que se estimula al aumentar el pH o por la presen
cia de potasio (1 O. 13). 

En experimentos con desacoplantes se observó que. con glucosa como sustrato. se 
inhibe el transporte del K• sin disminuir los niveles de ATP. y que su efecto d.epende de la di
rección de los gradientes combinados de H. y K• o del potencial electroqufmico de la célula, 
de acuerdo con la capacidad reportada para conducir H• a través de la membrana. Esto de
mostró la existencia de una bomba de H• (H.-ATPasa). responsable de crear el potencial 
electroquf mico que involucra el transporte de potasio de una forma acoplada pero indepen
diente (12). de acuerdo con la hipótesis quimiosmótica (14). 

Hay varios mecanismos para la formación de los potenciales electroqufmicos a través 
de las membranas biológicas. Desde luego que en la levadura el más importante es el gene
rado por el bombeo de H• por la ATPasa de la membrana plasmática , y se pueden cuantifi
car. según el mecanismo. por la teoría de Nernst o la de Donnan que permiten calcular la 
magnitud del potencial o describir la relación de concentración de los iones. 

El K•. al acumularse utiliza y por tanto disminuye el potencial de membrana formado 
por el bombeo de H•. permitiendo aumentar el gradiente de protones {ilpH) y disminuyendo 
en parte el gradiente eléctrico {il'f'). cuyo valor aún se discute, pero que se estima en cerca 
de -200 mV en S. cerevísiae (17). 

La confirmación de la H·-A TPasa de la membrana plasmática como componente res
ponsable del bombeo de H. capaz de generar un gradiente electroquímico, provino de estu
dios con mutantes de la levadura deficientes en la respiración y con inhibidores de la A TPasa 
de membrana plasmática. Con estas mutantes de S. cerevisiae. Serrano (18) observó que el 
dietilestilbestrol y la diciclohexilcarbodiimida (DCCD) inhiben la actividad de la ATPasa y el 
bombeo de H+ de una manera especifica. sin afectar los niveles de ATP celular ni la permea
bilidad de los protones: con lo que concluyó que la actividad de la ATPasa de membrana 
plasmática está implicada en el bombeo de protones en la levadura. 

Posteriormente, se obtuvo evidencia más directa de la actividad del bombeo de H. por 
la ATPasa de membrana plasmática y la electrogenicidad del proceso. al purificar la enzima 
y reconstituirla en liposomas. tanto a partir de S. cerevisíae (19). como de Schizosaccha
romyces pombe (20). En estos sistemas. el ATP se hidroliza del lado externo de la membra
na y la entrada de H. genera un potencial de membrana positivo en el interior durante la 
hidrólisis. La naturaleza electrogénica del bombeo de H'. se demostró por la transposición 
de H. que sólo tiene lugar en presencia del K• y el ionóforo valinomicina para compensar las 
cargas. 

Finalmente. Serrano y cols. (21) clonaron y obtuvieron la secuencia nucleotldica y de 
aminoácidos de la enzima H·-ATPasa de S. cerevisiae. y otros investigadores las de otras 
levaduras y hongos (22) . 
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Los cambios del pH intracelular y el transporte de H+ en S. 
l'l' revisiae 

Durante la actividad metabólica celular se genera una diversidad de compuestos que 
tienden a producir una acidificación interna; por esta razón, la medida del pH interno es un 
terna de importancia en el área, ya que el pH determina distintas caracterlsticas importantes 
de la estructura y actividad de varias moléculas y procesos biológicos (incluyendo los de 
transporte) y, por lo tanto. del comportamiento general de las células. Si además una buena 
parte de los fenómenos de transporte de la levadura dependen de la actividad de una ATPa
sa que bombea H+ al exterior. es necesario tener información sobre los cambios del pH intra
celular. pues esta H. -ATPasa. aumenta su actividad cuando la célula transporta K·. o al 
aumentar el pH del medio. 

Ya sea por un método o por otro. los diferentes grupos de investigación han tratado de 
determinar los valores y la respuesta del pH interno ante diferentes condiciones de incuba
ción. Así. Peña y cols. (1 O), reportaron que el pH externo influye de una manera directa en el 
pH interno, y si se añade glucosa como sustrato. el pH aumenta. gracias al bombeo de proto
nes. Este dato fue confirmado posteriormente mediante una técnica más precisa (23) 

Por otro lado. el pH celular también depende del estado metabólico de la célula y de 
las diferentes condiciones de cultivo: pero a pesar de que existe una tendencia de la célula a 
mantener la concentración interna de H+ dentro del intervalo de operación óptima de varias 
enzimas citoplásmicas (24). es claro que la constancia del pH intracelular representa un es
tado estacionario y no de equilibrio real. en el que participan, inclusive. como en el caso de S. 
cerevisiae. la producción de ácido carbónico y otros ácidos orgánicos débiles por parte de la 
célula (25). 

La regulación del pH interno de la levadura 
El principal mecanismo por el cual la levadura se deshace de los protones consiste en 

su transposición a través de la membrana por medio de la H. -A TPasa. con lo cual retiene 
una cantidad considerable de aniones de ácidos débiles producto de su metabolismo. Esto 
lleva a la discusión sobre el papel regulador de la H+-ATPasa de la membrana plasmática so
bre el pH interno de la célula. Considerando que es esta enzima la que se deshace de una 
gran parte de los H+ derivados del metabolismo, podria decirse que sr regula el pH interno: 
sin embargo. parece tratarse más bien de una capacidad de la enzima simplemente para 
bombear más H. mientras más haya. pero no a un papel regulador propiamente dicho (24 ). 

El bombeo de H. por parte de la H·-ATPasa da lugar a que el medio externo se acidifi
que: pero en presencia de glucosa. que se esperaría produjera valores más bajos de pH que 
en presencia de etanol. por la producción de C02 y el ácido carbónico derivado de su hidra
tación, en realidad es más alto (5. 25). De esta manera. el bombeo de H. por la H·-ATPasa 
de la membrana plasmática, en especial a valores altos de pH externo, o aún a pH bajos en 
presencia de K·. da lugar a una alcalinización del citoplasma. como resutado neto de la acu
mulación de bicarbonato (7, 10). Resulta entonces que la ATPasa es más bien la responsa
ble de los cambios. que la reguladora del pH interno. 
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La regulación del pH interno requiere de un mecanismo que evite una exagerada al
calinización en presencia de glucosa. tanto a un pH alto del medio, como en presencia de K+ . 
Al respecto. se ha propuesto que hay un intercambiador H+ /K+ que tiene la función de expul
sar al catión monovalente a cambio de H+ y asl evitar la alcalinización exagerada del cito
plasma (26). Otros grupos han propuesto intercambiadores con función semejante. como el 
considerado originalmente Na+ /H+. codificado por el gen Nah 1 (27). Se ha identificado otro 
intercambiador semejante en el interior celular (28). No obstante. el problema está todavra 
lejos de resolverse. 

Los sistemas de transporte del K+ 
Los estudios cinéticos que se han realizado sobre el transporte de K+·indican que se 

trata de un sistema complejo, porque varios factores importantes como el potencial de mem
brana yel pH del medio, entre otros. influyen directamente. Rothstein y Bruce (9) y Conwayy 
Duggan (8) demostraron que el transporte de K+ obedece a una cinética de saturación del 
tipo Michaelis-Menten, lo cual indica la participación de un sistema de transporte. También 
Armstrong y Rothstein (29) encontraron una cinética de competencia entre los distintos ca
tiones monovalentes. lo cual indica que aún el Na+ entra a la célula por el mismo transporta
dor que el K+. 

El grupo de Borst-Pauwels (30} encontró también una estimulación del transporte de 
cationes monovalentes por influencia de otros iones en el medio de incubación. pero a con
centraciones muy pequeñas. A partir de estos estudios, Haro y Rodr!guez-Navarro (31) pro
pusieron un modelo para el transportador del potasio. en el que el transportador mete los 
iones de dos en dos. En 1984. Rodríguez-Navarro y Ramos observaron que la cinética del 
transporte varía significativamente dependiendo de las condiciones de crecimiento y ensa
yo (32) . En un sistema con células en crecimiento. la situación es más compleja , porque se 
manifiestan dos sitios de interacción o dos sistemas de transporte diferentes (33}, uno de 
baja afinidad que se expresa en levaduras cultivadas a concentraciones relativamente altas 
de K+. con una Km de 2 mM. y otro de alta afinidad con una Km de 20 µM. que se presenta 
cuando la concentración de K+ en el medio de crecimiento se reduce a 5 µM. Estos sistemas 
de transporte no sólo difieren en su cinética, sino también en su dependencia del pH y de la 
temperatura . sensibilidad a desacoplantes y respuesta a cambios del ATP. La existencia de 
estos dos sistemas de transporte se confirmó al clonar y secuenciar los genes correspon
dientes. TRK1 y TRK2 y obtener las mutantes respectivas (34. 35). 

Serrano y Rodríguez-Navarro (36) clonaron y secuenciaron el gen de la ATPasa de 
H+. tipo P. codificada por Pma1(Fig . 1, No. 1} que energiza la membrana plasmática, crean
do un potencial transmembranal que probablemente varía entre -100 y -250 mV y un gra
diente de pH de 2-4 unidades. El potencial de membrana impulsa la captación de K+ vla los 
transportadores Trk 1 p y Trk2p ( Fig. 1. No. 2) y por canales no selectivos de cationes de Na+ y 
K+. lo cual se confirmó en plantas. pero no en las levaduras (Fig. 1, No 3} . El Na+ es expulsa
do por otra ATPasa tipo P codificada por el gen ENA 1 (Fig. 1. No. 4} y por los antiportadores 
electroneutros codificados por Nha1 (Fig. 1. No. 5}. La compartimentalización vacuolar del 
Na+ parece estar mediada por un antiportador Na+/H+. codificado por el gen Nhx1 (Fig. 1. No. 
6), energizado por el gradiente de pH desarrollado por la H+-ATPasa vacuolar de tipo V, codi-
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ficada por el gen Vma (Fig . 1, No. 7) , (37). Además se ha caracterizado un canal rectificador 
de K+ (TOK1) que promueve la salida del mismo catión (Fig. 1. No. 8) (37). 

4 Na+ 

Figura 1. Principales sistemas de transporte de K+ en Saccharomyces cerevisiae. No. 1, ATPasa de H• tipo P 
codificada por Pma1: No. 2, transportadores Trk1py Trk2p; No. 3. canales no selectivos de cationes de Na• yK•; 
No. 4. ATPasa tipo P codificada por el gen Ena1; No. 5, antiportador electroneutro codificado por Nha1 ; No. 6. 
eintiportador Na·IH·. codificado por el gen Nhx1 ; No. 7 ATPasa tipo V, codificada por el gen Vma y No. 8. canal 

rectificador de~ (TOK1 ). Tomado y modificado de Serrano y Rodríguez-Navarro (36). 

Prespectivas 
Aunque el estudio de los sistemas de transporte de K• es muy complejo, se han logra

do establecer algunas de sus funciones: participan en la respuesta al estrés salino, regulan 
el contenido de iones y el pH intracelular. En la actualidad. después de la clonación de los 
genes que codifican para los diversos sistemas de transporte de K+ en S. cerevisiae y en 
otras levaduras e incluso plantas, los estudios están enfocados a esclarecer las bases mole
culares de la expresión y la regulación de los transportadores . Esto se puede realizar me
diante la sobreexpresión de las proteínas de transporte. lo que facilitará su purificación para 
realizar estudios estequiométricos. de estructura y de regulación; complementado con estu
dios cristalográficos. En nuestro grupo de investigación también estudiamos el transporte 
de K• y Na• en la levadura marina Oebaryomyces hansenii. Este trabajo nos permite estable
cer que existen mecanismos diferentes para la salida del K• o el Na•. que es tan rápida. que 
permite proponer un canal iónico como la vfa más lógica. Los cambios subsecuentes. que 
ocurren en las levaduras incubadas con el catión opuesto. pueden explicarse mediante la 
existencia de un u ni portador que ambos cationes al interior de la célula. pero con mayor afi-
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nidad por el K+. que por el Na+ (datos no publicados); además, a través de mutaciones. se 
estudió la relación que existe entre los diferentes sistemas involucrados en los flujos de io
nes; Sychrová y cols. (38) reportaron que la delecíón del gen NHA 1 está implicada en la re
gulación del pH intracelular en S. cerevisiae ; esta delecíón promueve un aumento del pH 
citoplásmico en las células suspendidas en agua ó en diferentes medíos de incubación. La 
adición del KCI a las células ayunadas dio lugar a una alcalinización mucho más alta del pH 
citoplásmico en una cepa que carecía de Nha1p comparado con la cepa control. 
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lntroduction 

Abstract 

Debaryomyces hansenii, a halophile yeast found in shallow sea · waters and salty 
food products grows optimally in 0.6 M of either NaCI or KCI, accumulating high 
concentrations of Na+ or K+. After growth in NaCI or KCI, a rapid efflux of either 
accumulated cation was observed if the cells were incubated in the presence of KCI 
or NaCI, respectively, accompanied by a slower accumulation of the cation present in 
the incubation medium. However, a similar, rapid efflux was observed if cells were 
incubated in buffer, in the absence of externa! cations. This yeast shows a cation 
uptake activity of both 86Rb+ and 22Na+ with saturation kinetics, and much higher 
affinity for 86 Rb+ than for 22 Na+. The pH dependence of the kinetics constants was 
similar for both cations, and although Km values were higher at pH 8.0, there was also 
an increase in the V max values. The accumulation of 22Na+ was found to be increased 
in cells grown in the presence of 0.6 M NaCI. 86Rb+ was also accumulated more in 
these cells, but to a slightly greater extent. The inhibition kinetics of the uptake of 
22Na+ by K+, and that of 86Rb+ by Na+ was found to be non-competitive. It can be 
concluded that Na+ In D. hansenii is not excluded but instead, its metabolic systems 
must be resistant to high salt concentrations. Copyright © 2004 John Wiley & Sons, 
Ltd. 

Keywords: Debaryomyces hansenii; halophile; transport; salt tolerance; potassium; 
sodium 

The term 'halophile' is used for those organisms 
belonging to hypersaline habitats; they constitute 
an interesting class of organisms able to compete 
successfully in high salt concentrations and to resist 
their toxic effects, particularly to Na+. This wide 
diversity of microorganisms includes both prokary
otes and eukaryotes. Halophile organisms have 
developed strategies that allow them not only to 
withstand osmotic stress, but also to function better 
in the presence of high intracellular concentrations 
of salt, partly due to the synthesis of compati
ble solutes allowing them to balance their osmotic 
pressure (González-Hemández and Peña, 2002). 

found in salty environments, such as sea water 
or salted foods also represents an excellent model 
organism. 

Fungí and plants transport K+ through an elec
trical membrane potential difference generated by 
an H+ -ATPase, driving the uptake of K+ (Peña 
et al., 1972; Peña, 1975; Goffeau and Slayman, 
1981) Trk l p and Trk2p are responsible for potas
sium and sodium inftux in S. cerevisiae, showing a 
much higher affinity for K+ when both cations are 
present (Ramos et al., 1990). Normally, the amount 
of Na+ entering yeast is low, and upon salt stress 
this cation is believed to be taken up with low affin
ity by systems involved in K+ transport (Bañuelos 
et al., 1998). Most work on salt tolerance in eukaryotic organ

isms has been carried out with S. cerevisiae. 
D. hansenii, being one of the most common yeasts 

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd . 

Following work by Norkrans (1968) and Norkr
ans and Kylin (1969), the particular properties of 
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D. hansenii were recognized, mainly in its capacity 
to accumulate and resist large concentrations of 
Na+, in comparison to S. cerevisiae, the yeast most 
used in studies of monovalent cation transport 
(Gómez et al., 1996). It was proposed that it 
possesses a Na+ /K+ antiporter, because although 
accumulating large concentrations of Na+, when 
incubated in the presence of K+, rapidly extrudes 
Na+ in an exchange for K+ (Norkrans, 1968; 
Norkrans and Kylin, 1969; Thomé et al., 1998). 
This yeast is halophilic, rather than halotolerant, 
growing faster in the presence of up to 1 M of 
both NaCI and KCI (Prista et al., 1997; Thomé 
et al., 1998) and also because the transport of 
86Rb+ could be stimulated by Na+ (Prista et al., 
1997). In this yeast, ENA genes similar to those 
of S. cerevisiae have been found (Almagro et al., 
2001). 

These facts prompted us to gain further insight 
on the characteristics of ion transport by this 
yeast, as well as changes produced by growing the 
cells in the absence or presence of different salt 
concentrations. 

Materials and methods 

Yeast strain, media and culture conditions 

D. hansenii, strain Y7426 (US Department of Agri
culture, Peoria, IL), kept on YPD plates (1 % yeast 
extract, 1 % bacto-peptone and 2% glucose, plus 
2% Bacto-agar) was grown in 100 mi liquid media 
at 30 ºC for 24 h in YPD, with or without 0.6 or 
1.0 M either KCI or NaCI. Then 0.5 1 cultures were 
grown for 36 h. Cells were collected and washed 
twice with water by centrifugation, and then sus
pended in water to a concentration of 0.5 g/ml and 
kept on ice. Cells prepared in these different ways 
were designated as follows: grown in YPD (C), 
with 0.6, 1.0, 2.0 and 3.0 M NaCI: Na06, Nal, Na2 
and Na3, respectively; or with 0.6, 1.0, 2.0 and 
3.0 M KCI: K06, Kl, K2 and K3, respectively. 

Measurement of intracellular Na+ and K + 
content 

Interna! concentrations of cations were measured in 
the supernatant of cell suspensions boiled in a water 
bath for 15 min and centrifuged. Cation concentra
tions were measured in a PF5 Zeiss flame pho
tometer after measuring the interna! value of water 

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd. 

under the different conditions, measured from the 
distribution of the radioactive isotopes 14C-sucrose 
and 3H20. They were determined in the supernatant 
obtained from 500 µl cells (0.5 g/ml ~rotein); and 
assuming the uniform distribution of H20 within 
the cell. The interna! water content was as follows: 
for cells cultivated in YPD, 44%; Na06 and Nal, 
35%; K06, 44%; Kl, 39%. 

Extracellular Na+ and K+ 

The efflux of the cations was i:neasured in the 
medium after incubating the cells (250 mg) in 
20 rnM of either MES-TEA, pH 6.0 (20 rnM mor
pholino ethanesulphonic acid taken to pH 6.0 with 
triethanolamine), or BICINE-TEA, pH 8.0 [N ,N
bis(2-hydroxyethyl) glycine, taken to pH 8.0 with 
triethanolamine], 50 mM glucose; final volume, 
5.0 mi at 30ºC. The suspension was centrifuged 
and Na+ and K+ were measured in the supernatant. 

Exchange of radioactive cations 

Cells, l g wet weight in 12 mi, were loaded by 
incubation for 14 h with either 50 rnM 22NaCI or 
50 rnM 86RbCI in water, collected and washed 
twice with water by centrifugation, to be resus
pended at a ratio of 0.5 g/ml. Then the cells 
were incubated at pH 6.0 (MES-TEA) or pH 8.0 
(BICINE-TEA) plus 50 rnM glucose. The efflux of 
22Na+ and 86Rb+ was evaluated in the absence 
or presence of different concentrations of KCI or 
NaCI, respectively (l, 10 and 100 m). At 30 s inter
vals, 200 µ! aliquots were withdrawn; the samples 
were filtered through 0.45 µm pore cellulose nitrate 
filters, washing twice with 5 mi 1 O rnM KCI. The 
filters were dried and placed in scintillation vials 
with a scintillation cocktail, and their radioactivity 
was measured in a scintillation counter (Beckman 
LS6500). 

Transport of labelled cations 

The cells (50 mg) were suspended in 20 rnM MES
TEA, pH 6.0, or BICINE-TEA, pH 8.0 plus 50 m\1 
glucose. In the accumulation experiments, the con
centrations of 86Rb+ or 22Na+ were 20 rnM and 
40 rnM, respectively; for kinetic experiments, vari
able concentrations of 86Rb+ or 22Na+ were added. 
At 2 min intervals, samples of 200 µl incuba
tion mixture were withdrawn and filtered through 
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0.45 µm cellulose ni trate filters, washing twice with 
5 mi !O mM KCI. The filters were dried to measure 
radioactivity in a scintillation counter (Beckman 
LS6500). From each set of values, the y axis inter
cept was subtracted, using the linear part of the 
curves to calculate the kinetic constants. 

Results 

As reported previously (Thomé-Ortiz et al., 1998), 
a significantly increased growth was observed in 
cells grown in Na06 or K06, compared to other 
concentrations, but at higher concentrations NaCI 
produced a clear decrease of growth compared with 
KCI. Also, the lag phase increased in the presence 
of either 2 M NaCI or KCI. Doubling times are 
shown in Table 1; 0.6 M both salts produced the 
highest growth rate. 

Table 2 shows that cells grown in YPD (C) 
or in K06 or Kl contained only a small amount 
of Na+. Na06 and Na! cells accumulated high 

Table 1. Doubling time of D. hansenii grown in different 
media 

Doubling time (h) 

e 3.46 
Na06 2.77 
Nal 3.10 
Na2 7.04 
Na3 99 
K06 2.51 
KI 2.67 
K2 4.99 
K3 10.22 

Doubling time was determined from the exponential phase of the 
curves. Cells were grown as described under Materials and methods. 
The results are the means of three experiments. 

Table 2. lntracellular concentrations of Na+ and K+ 
of cells grown in the absence or presence of different 
concentrations of NaCI or KCI 

e 

6.77 
153.08 

Na06 

143.79 
108.59 

Nal 

236.70 
58.56 

K06 

5.93 
175.84 

KI 

4.67 
18637 

Aft.er growth and twice washing with water. the cells (250 mg) were 
suspended in water and boiled in a water bath during 15 min: :he 
suspension was centrifuged and the supematant was used to meas~re 

Na+ and K+ in the ílame photometer. The results are the means ± 
SEM (n = 3). 

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd. 
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concentrations of Na+ and moderate concentrations 
of K+, with an interna! Na+ concentration higher 
than that of K+. 

In order to reevaluate the existence of a cation/ 
cation antiporter (Norkrans and Kylin, 1969), it 
was decided to determine the changes of the 
interna! concentrations of Na+ and K+ during 
the incubation of the cells in either cation-free 
media, or in 0.6 and 1 M solutions of KCI and 
NaCI, respectively (Table 2). Cells grown with 
different salt concentrations, of either NaCI or KCI 
were incubated in the presence of 1.0 M KCI or 
1.0 M NaCI, respectively (the 'opposite cation'), 
and samples were taken every 4 min. An immediate 
efflux of the most abundant cation accumulated 
was observed, accompanied by a slower uptake 
of the opposite cation; in the figures, time - 4 
corresponds to the concentration of Na+ or K+ 
present in the cells before incubation (Table 2). 
Cells cultivated in YPD (Figure JA, B), when 
incubated in the presence of 1 M KCI, showed at 
first a slight increase of K+, which soon stabilized 
around 125 mM, whereas sodium was a!most totally 
expelled. lncubating in 1 M NaCI, an immediate 
efflux of K+ was observed, reaching approximately 
50 mM which remained rather stable, accumulated 
up to 25 mM of Na+, and continued accumulating 
Na+ at a rather constant rate. When cells grown 
in either NaCI or KCI were incubated in the 
presence of the opposite cation (Figure 2A, B), 
a rapid effiux was observed of the accumulated 
Na+ or K+, respectively. However, this effiux of 
the predominant cation was not compensated by 
an equivalent immediate increase of the opposite 
cation, which entered the cells slowly and steadily 
in the case of Na+, and faster in the case of K+. 

This rapid loss of the accumulated cations was 
aiso observed if the cells were simply incubated in 
buffer, without the addition of cations; in Table 3 
we present the interna! concentrations of Na+ and 
K+ at externa! pH 6.0 or 8.0. In both cases the cells 
very rapidly lost the accumulated cation, whether it 
was Na+ or K+. At externa! pH 8.0, efflux of both 
cations efflux was smaller compared with pH 6.0; 
this difference was clearer and more significant in 
the K+ efflux than in the Na+ effiux. 

Because of the previous results obtained regard
ing the fast efflux of the predominant cation inside 
the cells, and the slow entrance of the opposite 
cation, but faster for K+, we studied the kinetic 
properties of the transport systems, measuring the 
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Figure 1. Changes in the intracellular concentrations of Na+ and K+ of cells grown in YPD and then incubated with 1 M 

either KCI or NaCI; 5 mi cells (2.5 g) grown in YPD were incubated in 100 mi 1 M solucion of KCI or NaCI and 50 mM 
glucose. At the indicated times, aliquots .of 1 O mi were taken and centrifuged. The cells were resuspended in water and 
boiled for 15 min in a waterbath. The concentrations of Na+ (A) and K+ (B) were then measured in the supernatants by 
flame photometry after centrifuging the cells. Results are the means [SEM (n = 3)] 
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Figure 2. Changes of the intracellular Na+ (A) and K+ (B) concentrations of cells grown in either 0.6 M or 1.0 M KCI 
or NaCI and then incubated in the presente of 1.0 M either NaCI or KCI, respectively. The experimental procedure was 
similar to that of Figure 1. Numbers are the respective means [SEM (n = 3)] 

initial transport rates of 22Na+, or 86Rb+ as an ana
logue of K+. The kinetic constants were obtained 
for C, Na06 and K06. The transport of both cations 
was found saturable and adjustable to one compo
nent at both pH 6.0 and 8.0. The results can be 
summarized as follows (Table 4): (a) Km values for 
22 Na+ or 86Rb+ were similar to one another for the 
cells grown in media with or without salt at pH 6.0 
or 8.0, respectively; (b) Km values for 22 Na+ were 

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd. 

around 10-fold higher that those for 86 Rb+ at pH 
6.0, and about three-fold higher at pH 8.0; (e) the 
Km values for both cations were higher at pH 8.0 
than pH 6.0; (d) it is important that the trans
port of 86Rb+ occurred with an almost three-fold 
greater affinity at pH 6.0, compared with pH 8.0. 
For 22Na+, this difference was only around 50%; 
(e) the V max values were two- to three-fold higher 
for the cells in the experiments at pH 8.0 compared 
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Table 3. Extracellular and interna! concentrations of Na+ and K+, in cells grown in different media 

Externa! pH 6.0 Externa! pH 8.0 

OUT [mM] IN [mM] OUT [mM] IN [mM] 

Na+ K+ Na+ K+ Na+ K+ Na+ K+ 

e 1.46 0.81 5.01 152.19 2.7 14.95 3.77 138 
Na06 88.53 0.48 55 .1 7 108.02 79.98 0.48 63.72 108.02 
Nal 84.32 0.58 152.38 57.92 79.40 0.41 157.3 58.09 
K06 4.19 70.40 1.78 105.4 4.8 50.26 1.17 125.54 
KI 3.68 73.33 0.99 112.97 4.96 66.43 1.01 119.87 

After growth, the cells (250 mg) were suspended in 20 mM MES-TEA (pH 6.0) or BICINE-TEA (pH 8.0). SO mM ofglucose (final volume, 
5.0 mi). at 30 ºC. The suspension was centrifuged and the supematant was used to detenmine the Na+ and K+ in the ílame photometer. The 
results represen\ the means ± SEM (n = 3). 

Table 4. Kinetic parameters of 86 Rb+ and 22 Na+ transport 
at pH 6.0 and 8.0, of D. hansenii grown in the absence or 
the presence of 0.6 M of either NaCI or KCI 

pH 6.0 pH 8.0 

a6Rb+ Vmax Km Vmu Km 

e 2.3 1.3 7.5 5.3 
Na06 5.0 1.3 9.4 4.0 
K06 3.0 1.6 5.9 5.3 

pH 6.0 pH 8.0 

llNa+ Vmu Km Vmu Km 

e 3.0 10.6 4.9 15.8 
Na06 2.5 12.0 7.4 20.0 
K06 2.5 12.0 4.2 12.3 

The transport of labelled cations was measured as described under 
Methods. [Vmax '. µmol/min/g; Km: (mM)). Results represent the means 
± SEM (n = 6). 

with pH 6.0; (t) it is interesting that at both pH 6.0 
and 8.0, the V max values were not very different 
between 22 Na+ and 86Rb+; (g) in addition, with 
the cells grown in 0.6 M NaCl at pH 6.0 and 8.0, 
an increase of the values of V max was observed. 

Thomé et al. (1998), reported that 22Na+ takes 
place by simple diffusion in D. hansenii (Y7426), 
but that conclusion was reached because of the low 
concentrations of the cation used, covering only the 
first-order part of the transport phenomenon. The 
present results were obtained using a wider con
centration range, giving a clear saturation of trans
port and allowing a better definition the transport 
kinetics for this cation. 

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd. 

Since the differences in the kinetic parame
ters, except for the cells grown in KCl, did not 
show great differences, the capacity of accumu
lation of 22Na+ of D. hansenii grown under dif
ferent conditions was measured (Figure 3A, B). 
The Na06 cells accumulated higher concentrations 
of this cation, compared with C and K06. This 
behaviour was similar at pH 6.0 and 8.0. Also, the 
capacity of accumulation of 86Rb+ was determined 
(Figure 4A, B); the Na06 cells accumulated more 
86Rb+ than C cells and these more than K06 cells, 
but this increase was slightly greater, compared 
with that of 22Na+. It was also observed that the 
accumulation of 86Rb+ was faster and larger at pH 
8.0 compared with pH 6.0 in ali culture conditions. 

Kinetic studies were also performed of the com
petition of O, to 48 mM K+, against the transport 
of 0.5-60 mM 22Na+ . KCI behaved as a hyper
bolic non-competitive inhibitor (data no shown). 
Figure 5 shows the Lineweaver-Burk plots of 
the experiment. Cells grown in YPD (C) at pH 
6.0 and 8.0, and also those grown in Na06 and 
K06, showed the same non-competitive inhibi
tion . Table 5A presents the inhibition constants 
obtained. Cells grown in YPD (C) showed a 
decrease of the inhibition constant from 56.5 mM 

at pH 6.0, to 41.4 mM at pH 8.0, and the Na06 
cells from 71 .3 mM at pH 6.0, to 36.4 mM at pH 
8.0), The K06 cells did not show any pH-dependent 
significant changes (Table 5A). 

Kinetic studies were also performed to measure 
competition of Na+ for 86 Rb+ transport (Figure 6). 
Figure 6 shows the double reciproca) plots of the 
results at pH 6.0 and 8.0, in experiments measuring 
the transport of 0.5-20 mM 86Rb+ in the presence 
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Figure 3. Accumulation of 22 Na+ at pH 6.0 (A) or 8.0 
(B) by O. hansenii grown in YPD with 0.6 M either NaCI or 
KCI. 50 mg/ml of cells grown in different conditions were 
incubated in 20 mM MES-TEA, pH 6.0, or BICINE-TEA pH 
8.0, 50 mM glucose (final volume, 2.0 mi), at 30 ºC; 40 mM 
22 NaCI was added. Aliquots of 200 µI cell suspension were 
taken at the indicated times and handled as described under 
Methods. Results are the means [SEM (n = 6)] 

of 0-48 mM NaCI. The inhibition by NaCI found 
was also non-competitive, In the C cells, a decrease 
of the inhibition constant was observed at pH 8.0 
as compared to pH 6.0 (72.3-27.3 mM). With the 
Na06 cells, no changes were observed for the 
inhibition constant, and for the K06 cells only 
a slight decrease of the K¡ for Na+ of 42.7 to 
33 .8 mM was observed (Table 5B). 

To explore the possible existence of a K+ /Na+ 
exchanger (Norkrans, 1968; Norkrans and Kylin, 
1969; Thomé et al., 1998), the efflux of 22Na+ and 
86Rb+ (pH 6.0 and 8.0) in the presence of KCI 
and NaCI was measured. Ali cells, during loading 
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Figure 4. Accumulation of 86 Rb+ at pH 6.0 (A) and 8.0 
(B) of cells grown in YPD with 0.6 M either NaCI or 
KCI. 50 mg/ml cells cultivated in different conditions were 
incubated in 20 mM MES-TEA. pH 6.0, or BICINE-TEA, 
pH 8.0 (final volume, 2.0 mi), at 30 º C; 20 mM 86 RbCI was 
added. Aliquots of 200 µI incubation mixture were taken 
at the indicated times and handled as described under 
Methods. Results are the means [SEM (n = 6)) 

(C, Na06 and K06), accumulated more 86Rb+ 
in comparison with 22Na+, and the loading with 
22 Na+ after the different conditions of cell culture 
(C, Na06 and K06) did not show differences. 
Cells grown in the presence of salts (Na06 and 
K06), accumulated approximately twice the amount 
of 86Rb+ in comparison to those grown in the 
presence of YPD (C). After loading the cells, the 
efftux of the accumulated isotope was evaluated in 
the absence or presence of different concentrations 
of KCI and NaCI; the efflux was fast and very 
similar under ali experimental conditions (results 
not shown). 
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Figure 5. lnhibition kinetics of 22 Na+ transport by K+ at pH 
6.0 (A) or pH 8.0 (B) of D. hansenii grown in YPD. SO mg/ml 
cells cultivated in YPD were incubated in 20 mM MES-TEA, 
pH 6.0, or BICINE-TEA, pH 8.0 (final volume, 2.0 mi), 
at 30ºC. Variable concentrations of KCI were added. O, 
control; o, 1 mM; t,, 12 mM; "il, 24 mM; O, 48 mM of KCI. 
Aliquots of 200 µI were taken, filtered and washed with 
10 mi KCI. Results represent the means [SEM (n = 6)] 

Discussion 

The results confirm previous data (Thomé et al., 
1998) in the sense that D. hansenii grows better 
in the presence of moderate (0.6 M) concentrations 
of NaCI and KCI than in the absence or at higher 
salt concentration, agreeing that D. hansenii can 
be considered a moderate halophile yeast (Prista 
et al ., 1997). This increase was accompanied by 
the accumulation of high concentrations of either 
K+ or, more strikingly, Na+, indicating that the 
mechanism of the adaptation does not involve a 

Copyright © 2004 john Wiley & Sons, Ltd. 
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Table 5. Kinetic parameters for the inhibition of 22 Na+ (A) 
and 86 Rb+ (B) transport by D. hansenii at pH 6.0 and 8.0 

A 

e 
Na06 
K06 

B 

e 
Na06 
K06 

pH 6.0 
[K¡ (mM)] 

56.5 
71.3 
56.3 

pH 6.0 
[K; (mM)] 

72.3 
35.6 
42.7 

pH 8.0 
[K; (mM)] 

41.4 
36.4 
52.8 

pH 8.0 
[K¡ (mM)] 

27.3 
35.6 
33.8 

The competition of O, to 48 mM K+. against the transport of 
0.5-60 mM 22 Na+ was studied. Kinetic studies were also performed 
to measure competition of Na+ for 86 Rb + transport in experiments 
measuring the transport of 0.5-20 mM 86Rb+ in the presence of 
0 -48 mM NaCI. The experiments were canied out at pH 6.0 (20 mM 
MES· TEA) or pH 8.0 (20 mM BICINE·TEA), SO mM glucose. Aliquots 
of200 µI were taken, filtered and washed with 1 O mi KCI, as described 
under Materials and methods. Results are means ± SEM (n = 6). 

particular capacity to extrude Na+, but probably 
an intrinsic resistance to the toxic effects of this 
cation, not observed in other yeasts, particularly 
S. cerevisiae. It is also possible that this yeast can 
accumulate the Na+ taken up in the vacuole. It 
was also interesting that the cells were not able to 
maintain the high concentrations of cations accu
mulated during growth. When incubated with or 
without the opposite cation, they very rapidly lost 
the cation accumulated during growth, and the 
simultaneous accumulation of the opposite cation 
was much smaller and slower. Norkrans and Kylin 
(1969) concluded that, particularly to eliminate 
Na+, an exchanger for K+ was the mechanism 
involved. This appears not to be the case, since 
the efflux of either Na+ or K+ accumulated during 
growth was quantitatively much higher and faster 
for both cations than the inftux of the opposite 
cation. These findings permit the suggestion that 
this yeast has an ionic channel allowing the rapid 
efftux of any cation accumulated during growth in 
the presence of high concentrations of monovalent 
cations. Also, although the existence of a K+ /Na+ 
exchanger can not be excluded, this appears not to 
be the main mechanism of efftux, because the efftux 
was also observed in the absence of the opposite 
cation. This proposed cation channel would also 
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Figure 6. lnhibition kinetics of 86 Rb+ transport by Na+ 
at pH 6.0 (A) and pH 8.0 (B). 50 mg/ml cells cultivated 
in YPD were incubated in 20 mM MES-TEA, pH 6.0, or 
BICINE-TEA, pH 8.0, 50 mM glucose (final volume, 2.0 mi), 
at 30 ºC; variable concentrations of NaCI were added. O, 
control; o, 1 mM; D., 12 mM; "V, 24 mM; O, 48 mM of NaCI. 
Aliquots of 200 µI were taken, filtered and washed with 
10 mi KCI. Results are the means [SEM (n = 6)] 

appear to be unspecific, since it promotes a simi
lar efftux of both cations. Although the existence 
of an H+ /cation exchanger cannot be discarded, 
the magnitude of the changes seems to favour the 
existence of an ionic channel. In addition, exper
iments carried out with cells loaded with 22Na+ 
or 86 Rb+ showed that, upon incubation with vari
able concentrations of Rb+ or Na+ (the opposite 
cation), the expected increase of the effiux of the 
radioactive cation by the opposite one was not 
observed, and the effiux was very fast and prac
tically the same in the absence or presence of 

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd. 

variable concentrations of the opposite cation (not 
shown). 

It must be pointed out that at the same time 
the efftux is occurring, uptake systems operate 
to capture the cation (s) present in the medium; 
since the monovalent cation transport system has 
a much higher affinity for K+; this cation should 
enter the cells faster than Na+ . For this reason, 
cells grown in the presence of KCI and incubated 
in the presence of NaCI slowly continued losing 
K+ and accumulating less sodium that the K+ 
lost, probably because Na+ was slowly entering 
the cells through the carrier. In cells grown in the 
presence of NaCI and incubated in the presence of 
K+, the phenomenon was similar, but in this case 
the inftux of K+ was faster and larger, due to the 
higher affinity of the monovalent transport carrier 
for K+. This is supported by the kinetic parameters 
obtained for the transport of either 22Na+ or 86Rb+, 
showing a much higher affinity for the latter; it 
must also be considered that although Rb+ is 
usually used as an analogue of K+ , its affinity 
for many biological systems, including the cation 
transport system of S. cerevisiae, is around half that 
of K+ (Armstrong and Rothstein, 1964 ). 

It is important that in this work, transport of 
22Na+ was found to be saturable and not linear, as 
reported previously (Thomé et al., 1998), because 
in those previously reported experiments low con
centrations of the cation were used, covering the 
first-order concentration range and giving the false 
idea that the transport of this cation occurred by 
simple diffusion. The respective Km values for the 
transport of both 22Na+ and 86Rb+ showed no 
striking changes with the growth conditions of the 
cells, indicating that in ali cases the uptake sys
tem remained the same, and the changes observed 
in the uptake of either Na+ or K+ were probably 
due to the number of carriers present in the plasma 
membrane of the ce!!. Another finding worth men
tioning is that, in S. cerevisiae, the Km values for 
K+ uptake do not show any change from pH 5.0 
to 8.0 (Armstrong and Rothstein, 1964), while in 
our experiments the Km values for 86Rb+ showed 
an almost three-fold increase from pH 6.0 to 8.0. 
This change was smaller, but still reproducible, for 
22 Na+ uptake. It should also be pointed out that 
the Vmax for the transport of 86Rb+ was signifi
cantly increased in cells grown in the presence of 
0.6 M NaCI, and this was observed at both pH val
ues, indicating the possibility that, during growth 
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under these conditions, D. hansenii may increase 
the synthesis of this transporter. 

These Km and V max values may inftuence the 
rates at which .the cations accumulate in the cells 
grown in the presence of NaCI or KCI when incu
bated in the presence of the opposite cation (K+ 
or Na+, respectively; Figures l and 2). However, 
at the higher concentrations of the cations used 
in these experiments, it is still possible that other, 
less specific transport systems or factors may oper
ate, as has been proposed for S. cerevisiae (Madrid 
et al., 1998). Besides, when the accumulation of 
both 22Na+ and 86Rb+ was measured, the differ
ences found were not of the same magnitude as 
those expected from the Km and V max values, and 
the concentrations of accumulated Na+ and Rb+ 
were within similar ranges. 

It is also to be considered that another exchanger 
appears to exist in D. hansenii, i.e. a H+ /cation 
exchanger (Thomé-Ortiz et al., 1998); however, 
although it may be important for the regulation 
of the interna! pH of the cell, it is difficult to 
imagine itas involved in the uptake of considerable 
amounts of K+ or Na+, since the amounts of 
these cations to be imported into the cell by 
this mechanism would be limited by the available 
protons within the cell. Also, Almagro et al. (2001) 
indicate that a cationJH+ antiporter is not the main 
mechanism involved, an idea supported by the fact 
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that D. hansenii grows at high pH (close to 8.0) 
and Na+ concentration (Almagro et al., 2001). 

One mechanism proposed to explain Na+ tox
icity in S. cerevisiae is the uptake of this cation 
through its competitive inhibition of K+ uptave, 
leading to K+ depletion in the cell and an increased 
leve! of sodium (Gómez et al., 1996). Under 
our experimental conditions we found a non
competitive inhibition of K+ of Na+ transport, 
and vice versa. Also, the inhibition constants for 
both cations were significantly higher than their 
transport Km values; this could . be due to the 
involvement of two different cation-binding sites, 
to which the inhibitor cation and the substrate bind 
reversibly. Another possibility for the competition 
is that both cations, particularly at the high con
centrations, compete for the membrane potential of 
the cell, which decreases upon the addition of either 
Na+ or K+, and in a similar way for both cations 
(Thomé-Ortiz et al., 1998). 

We could not confirm the data reported by Prista 
et al. (1997), who found that the transport of K+ 
( 86Rb+) is favoured in the presence of 50 mM 
NaCI; besides the presented experiments, others 
were carried out in which 22Na+ accumulation was 
measured in the presence of a wide range of KCI 
concentrations ( 1-160 mM) and also the transport 
of 86Rb+ in the presence of 1-160 M NaCI con
centrations. Always the accumulation of 22Na+ and 

nonselective channel 

Figure 7. Hypothetical model of the possible transport systems for Na+ and K+ in D. hansenii: 1, a P-type H+ -ATPase; 2, 
the membrane potential drives inside the uptake of Na+ or K+ via one or more uniporters; 3, a non-selective, low-affinity 
channel of Na+ and K+; 4, a P-type Na+ -ATPase; 5, an electroneutral cation/H+ exchanger 
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86Rb + was inhibited in the presence of every con
centration of the opposite salt (not shown). 

Without absolutely eliminating a cationfH+ ex
changer, this work allows the proposition that the 
most probable mechanism for the rapid efflux of 
K+ or Na+ is an ionic channel. The subsequent 
changes in the ion content of D. hansenii incubated 
with the opposite cation can be explained by means 
of the existence of a uniporter responsible for the 
transport of both cations to the interior of the cell, 
with higher affinity for K+ than for Na+, similar 
to that described in S. cerevisiae by Armstrong and 
Rothstein ( 1964 ). 

With our data we propose a model for the mech
anisms of Na+ and K+ transport in D. hansenii 
(Figure 7). A P type H+ -ATPase, similar to that 
codified by the PMAJ gene of S. cerevisiae, ener
gizing the plasma membrane and generating a 
transmembrane potential and a pH gradient (Ser
rano, 1980); the membrane potential drives the 
uptake of Na+ or K+ via one or more uniporters, 
having a different selectivity in D. hansenii. We 
propose the presence of a non-selective channel 
of Na+ and K+, as has been described in plants 
(Bihler et al., 1998; Roberts et al., 1999). Na+ may 
also slowly be expelled by another P type ATPase 
codified by ENAl (Almagro et al., 2001) and by 
an electroneutral exchanger similar to that codi
fied by NHAJ found in S. cerevisiae (Bañuelos 
et al., 2001) and proposed to exist in D. hansenii 
(Rodríguez-Navarro, 2000; Thomé et al., 1998). 
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Resumen 

El disacárido trehalosa se distribuye 

extensamente en la naturaleza y se puede 

encontrar en muchos organismos, 

incluyendo bacterias, hongos, plantas, 

invertebrados y mamíferos. debido a sus 

características físicas particulares, la 

trehalosa puede proteger la integridad de la 

célula contra una variedad de factores 

ambientales y de limitaciones alimenticias. 

Existe mucha bibliografía disponible, la cual 

sugiere un posible papel de la trehalosa en 

varias especies de bacterias y de levaduras. 

En estos eucariontes la trehalosa parece 

jugar una función dual: como compuesto de 

reserva, almacenado principalmente en 

células vegetativas de resguardo, estructuras 

reproductivas y como metabolito sintetizado 

en condiciones de estrés. Los resultados 

recientes también señalan un amplio uso 

biotecnológico muy importante para Ja 

trehalosa. 

Palabras claves: Trehalosa, levadura, 

solutos compatibles, condiciones de estrés, 

carbohidrato de reserva. 

Abstract 

The disaccharide trehalose 1s wide ly 

distributed in nature and can be found in 

many organisms, including bacteria, fungi, 

plants, invertebrates and mammals. Due to 

its particular physical features, trehalose is 

able to protect the integrity of the cell 

against a variety of environmental injuries 

and nutritional limitations. In addition, data 

available on severa! species of bacteria and 

yeast suggest specific functions for trehalose 

in these organisms. In these lower 

eukaryotes, trehalose appears to play a dual 

function: as a reserve compound, mainly 

stored in vegetative resting cells and 

reproductive structures, and as a stress 

metabolite. Recent findings also point to 

important biotechnological applications for 

trehalose. 



Keywords: Trehalose, yeast, compatible 

solute, stress conditions, reserve 

carbohydrate. 

Introducción 

La trehalosa es un disacárido que es 

ubicuo en la biosfera. Esta compuesto de dos 

subunidades de glucosa unidas por un enlace 

tipo a: l~l (a-D-glucopiranosa, a-D

glucopiranosa) y es un azúcar no reductor. 

La trehalosa se ha aislado y se ha 

caracterizado en una gran variedad de 

organismos procarióticos y eucarióticos, 

bacterias, plantas y mamíferos ( 1, 2, 3, 4 ). 

De hecho, el término original de trehalosa 

fue introducido al describir la cutícula 

externa del "trehalamana" un insecto 

parásito de las plantas ( 1 ). 

El éxito de la trehalosa en la naturaleza 

comparada con otros azúcares se puede 

explicar por su estructura peculiar. Además 

de ser no reductor, posee varias 

características físicas únicas, que incluyen 

alta estabilidad hidrofílica y estabilidad 

química, la formación de cristales no 

higroscópicos y la ausencia de la formación 

interna del enlace del hidrógeno. Estas 

características explican el papel principal de 

la producción de la trehalosa como 

metabolito bajo condiciones de estrés. Una 

variedad de funciones se ha propuesto para 

la trehalosa, estas dependen del sistema 

biológico analizado. Por lo tanto, en 

organismos procarióticos, el carbohidrato se 

puede utilizar como fuente externa de 

carbón, almacenado como soluto compatible 

en las bacterias fotosintéticas (5, 6, 4). 

En levaduras y hongos filamentosos, la 

trehalosa se almacena como carbohidrato de 

reserva y como protector contra condiciones 

de estrés. Varias especies de insectos 

contienen trehalosa en el cuerpo graso y la 

hemolinfa, la cual es rápidamente 

movilizada durante el vuelo. Las enzimas 

implicadas en metabolismo de la trehalosa 

han sido localizadas incluso en animales 

superiores, aunque su papel exacto no está 

bien entendido. En seres humanos, la 

trehalasa enzima que degrada la trehalosa, 

está localizada en las membranas de la 

frontera del cepillo de células epiteliales del 

intestino pequeño y en el túbulo próximo del 

riñón. La cual puede estar implicada en el 

transporte del azúcar a través de la 

membrana y/ó en la hidrólisis de la trehalosa 

injerida. Sin embargo, el papel fisiológico de 

la trehalasa en el riñón sigue siendo un 

misterio, porque la trehalosa no se encuentra 

en la sangre (7). Los genes que codifican 

para el metabolismo de la trehalosa en 

plantas supenores han sido clonados y 

caracterizados recientemente (8) . 
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Finalmente, la trehalosa aumenta la 

estabilidad de varios productos inestables, 

incluyendo las enzimas, alimentos, 

productos farmacéuticos y cosméticos, 

durante el almacenaje de éstos productos en 

condiciones de deshidratación ó 

congelamiento, como tal, se ha convertido 

en un preservativo extensamente valorado 

(9). 

Paralelamente a esta gran diversidad de 

papeles fisiológicos, se han demostrado 

diferencias considerables entre los 

organismos procarióticos y eucarióticos con 

respecto a los sistemas enzimáticos, la 

organización genética y los mecanismos 

reguladores implicados en la biosíntesis y/ó 

hidrólisis de la trehalosa. El objetivo de esta 

revisión es mencionar las conexiones 

posibles entre el papel específico de la 

trehalosa y su camino metabólico en las 

levaduras. Existen revisiones más 

específicas que se centran en un análisis 

genético o la regulación de la expresión de 

los genes, están disponibles para el lector 

interesado (3, 4, 1 O, 11 ). 

Metabolismo de la trehalosa 

Mientras que la biosíntesis de la 

trehalosa sigue el mismo patrón en diversos 

organismos, dos sistemas enzimáticos son 

responsables de la hidrólisis de la trehalosa 

(Fig. 1 ). Como regla general, la biosínte~is 

de la trehalosa ocurre en dos pasos 

secuénciales: una unidad de glucosa se 

transfiere inicialmente de la UDP-glucosa a 

la glucosa 6-fosfato, dando como producto la 

trehalosa 6-fosfato. Esta reacción es llevada 

a cabo por una trehalosa 6-fosfato sintasa 

dependiente de Mg2
+. Subsecuentemente 

existe una de fosforilación por una fosfatasa 

específica que promueve la formación de la 

trehalosa libre (Fig. 1 ). La hidrólisis de la 

trehalosa es realizada por una trehalasa que 

rompe este disacárido con una alta 

especificidad, dando como producto dos 

moléculas de glucosa (Fig. 1 ). Varios 

procariontes y eucariontes contienen una 

enzima alternativa, la fosforilasa de la 

trehalosa, que cataliza el rompimiento de la 

trehalosa en glucosa 1-fosfato y la glucosa. 

Esta reacción es reversible in vitro, aunque 

in vivo el equilibrio de la reacción tiende 

preferencialmente hacia el paso degradante 

(Fig. 1) (12). 

La trehalosa se produce después de que 

la glucosa se ha consumido casi totalmente, 

haciendo uso de la glucosa residual y el 

etanol producido durante la fermentación del 

azúcar. En cultivos batch, hay una 

correlación entre la expresión de los genes 

que codifican las enzimas del metabolismo 

de la trehalosa y del glucógeno y del inicio 
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de la acumulación de éstos compuestos. 

Cuando se agota toda la fuente de carbón, 

los almacenes del glucógeno se consumen 

primero, antes de que el contenido celular de 

la trehalosa también disminuya, 

constantemente con un papel de que el 

glucógeno actúa como compuesto de 

almacenaje y la trehalosa como agente 

protector contra el estrés. Cuando la 

levadura ha acumulado glucógeno, trehalosa 

y se cambian a un medio rico, el glucógeno 

y la trehalosa se consumen rápidamente 

antes de que las células comiencen a 

proliferar (13). 

Trehalosa como un compuesto de reserva 

Estudios clásicos en levaduras y hongos 

han conducido ha proponer que la trehalosa 

juega un papel importante como un 

componente de reserva. Las células de 

resguardo en vegetales así como las 

estructuras inactivas y reproductivas 

(esporas) pueden almacenar cantidades 

grandes de trehalosa (del 15 al 20% de la 

masa total) (1, 2). Sin embargo, esta función 

postulada para la trehalosa ha dado lugar a la 

controversia y un amplio número de 

informes que han dado soporte a lo 

publicado, así como la refutación de este 

papel (2, 3, 14, 15). 

Según los criterios propuestos por Dawes 

y Senior ( 16), la trehalosa se debe sintetizar 

cuando la energía exógena excede las 

necesidades celulares del crecimiento, la 

biosíntesis, degradación y cuando se 

amenaza la viabilidad de la célula. Por lo 

tanto, una función de la trehalosa en el 

sentido estricto de funcionar como un 

carbohidrato de reserva P!lrece ser dudoso 

(14, 15). En primer lugar, la trehalosa se 

sintetiza principalmente en el inicio de los 

períodos reducidos del crecimiento y no 

cuando hay un exceso de la fuente de 

energía exógena, con lo cual provee que la 

disponibilidad de otros alimentos esenciales 

no es un factor limitante. En segundo lugar, 

el almacenaje de la trehalosa sigue siendo 

intacto y no contribuye a la viabilidad de la 

célula que se mantiene en estado de latencia 

(esporas) o en condiciones de ayuno (fase 

inmóvil), pero el carbohidrato se moviliza 

rápidamente durante el crecimiento celular 

o en la germinación temprana de esporas en 

un nuevo medio de cultivo fresco. Además, 

la degradación de los compuestos de reserva 

debe proporcionar energía en una forma 

fácilmente utilizable por el organismo, de 

modo que pueda ser una ventaja ecológica 

sobre otros competidores (16). Sin embargo, 

la cantidad de glucosa liberada de la 

movilización intracelular de la trehalosa 
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proporciona solamente un porcentaje 

mínimo de la energía real, comparado con 

las altas concentraciones de la fuente externa 

de carbón (14, 15). Por otra parte, la 

germinación de esporas fungicidas se 

termina solamente en un medio sin la 

limitación nutriente, aunque esto debe ser 

admitido que la germinación bajo 

condiciones naturales es probable y 

absolutamente diferente a lo que ocurre en el 

laboratorio, de tal modo, que la trehalosa 

puede proporcionar el carbono y la fuente de 

energía suficiente para la germinación de 

esporas en las situaciones en las cuales los 

alimentos externos son limitados (3). 

En S. cerevisiae, los genes que codifican 

para la trehalosa 6-fosfato sintasa (TPSJ) y 

la trehalosa 6-fosfatasa (TPS2) han sido 

clonados y secuenciados (17, 18, 19). 

Además, otras dos proteínas reguladoras 

están presentes (TPS3 y TSL 1 ), que parecen 

ser necesarias para la estabilización y la 

actividad máxima del complejo de la 

trehalosa sintasa. Sin relación a la síntesis de 

la trehalosa, TPS 1 p también desempeña un 

papel crucial en el control del camino 

glucolítico (20). 

La hidrólisis de la trehalosa en levaduras 

se lleva exclusivamente en presencia de la 

enzima trehalasa, la única excepción 

conocida es en Pichia fermentans, la cual 

exhibe una actividad de una trehalosa 

fosforilasa (21 ). 

S. cerevisiae y otras levaduras 

relacionadas contienen dos diversos tipos de 

trehalasas según su localización, 

características catalíticas, función y sistemas 

reguladores y se han clasificado en: 

trehalasas neutrales (NTHJ y NTH2) y ácida 

(ATHJ) (22). NTHJ ha si~o clonado en S. 

cerevisiae y en Kluyveromyces lactis (23, 

24); es una enzima citosólica que muestra 

una actividad máxima a un pH neutral 

(7 .O), misma que se activa por Ca2
+ ó Mn2

+ e 

inhibida por Mg2
+ (22, 23). NTHlp es 

controlado por la fosforilación de una 

proteína cinasa dependiente de AMPc y 

parece ser una enzima implicada 

directamente en la movilización de la 

trehalosa que ocurre en respuesta a distintos 

estímulos fisiológicos (germinación, 

recuperación ante situaciones de estrés) (2, 

3, 11, 13, 25). Muy poco se sabe sobre el 

papel fisiológico de la trehalasa ácida 

(ATHJ) en la levadura; misma que está 

situada dentro de las vacuolas en S. 

cerevisiae y Candida utilis (26). La 

actividad es máxima a un pH ácido ( 4.5), no 

es regulada por la fosforilación de una 

proteína cinasa dependiente de AMPc y no 

es afectada por los cationes divalentes (3, 1 O, 

13). Esta enzima no está implicada en la 
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degradación fisiológica de la trehalosa, está 

sujeta a la represión catabólica en presencia 

de glucosa (27). Notablemente, la secuencia 

de ATHJ no demuestra ninguna semejanza 

con el de NTHJ o con otras secuencias 

determinadas para las trehalasas ácidas de E. 

coli, insectos ó conejo (28). 

Trehalosa en condiciones de estrés 

La mayoría de los organismos celulares 

han desarrollado una capacidad para 

contrarrestar una variedad de condiciones 

ambientales adversas (limitación de 

nutrientes, altas temperaturas, acidificación 

del medio, estrés osmótico y o xi dativo), que 

obstaculizarían su crecimiento fisiológico 

normal. Uno de los ejemplos mejor 

estudiados es la respuesta adaptativa; por 

medio de este mecanismo, las células que se 

encuentran en proliferación pueden soportar 

lesiones potencialmente mortales, 

previamente sometidas a una exposición 

suave al tratamiento de estrés. Entre las 

levaduras, muchas de las señales 

subyacentes implicadas en la tolerancia al 

estrés siguen siendo desconocidas. Sin 

embargo, la acumulación de la trehalosa se 

ha demostrado convincentemente ser un 

factor crucial en la respuesta adaptante a una 

variedad de tipos de estrés, a saber, de las 

inducidas por la falta de sustratos, estrés 

térmico, deshidratación ó estrés oxidativo 

( 14, 15). De hecho, las mutantes que carecen 

de la actividad funcional de trehalosa 6-

fosfato sintasa son deficientes en (por lo 

menos) condiciones de termotolerancia y 

halotolerancia adquirida (29, 30). Es del 

interés el saber que existe una acumulación 

de trehalosa durante tratamientos de estrés, 

pero los resultados no permiten explicar la 

respuesta adaptante. 

(proteínas de 

Otros componentes 

choque térmico) 

probablemente también están implicados en 

el mecanismo de la protección celular (11, 

31 ). Sin embargo, la trehalosa en las 

bacterias, juegan un papel osmoprotector y 

en levaduras es probablemente menos 

importante (3). 

Las enzimas requeridas para la síntesis y 

la hidrólisis de la trehalosa en levaduras se 

comportan como proteínas generales de 

respuesta al estrés. Esto es particularmente 

verdad en el caso de TPS 1 p y de NTH 1 p, las 

cuales contienen un elemento de respuesta al 

estrés (STRE) en su promotor del gene (32, 

33). La expresión de NTHl es inducida por 

estrés térmico, oxidativo y productos 

químicos tóxicos así como por el 

agotamiento de la glucosa externa en el 

medio (33). 

Alternadamente, la transcripción de los 

genes de la trehalosa sintasa es estimulada 
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por el déficit de nutrientes, estrés térmico y 

osmótico. Sin embargo, la expresión de 

TPSJ y de TPS2 difiere de la conocida 

inducción de genes en la respuesta al estrés 

(STRE). En detalle, estos genes son menos 

sensibles en la regulación de la transcripción 

durante el crecimiento con la glucosa (32). 

Hay también una fuerte correlación entre 

el contenido de la trehalosa y la resistencia 

al estrés en la levadura industrial para la 

fabricación de cerveza, pero solamente en 

ausencia de la fermentación (34). Diferentes 

cepas de levadura para la producción de 

cerveza son deficientes en los genes 

requeridos para la degradación de la 

trehalosa en condiciones de bajas 

temperaturas (35). El contenido de la 

trehalosa en la levadura para la elaboración 

de cerveza, también ha sido propuesto como 

un indicador importante de la viabilidad de 

las células para optimizar la fermentación en 

el sector cervecero. De hecho, durante la 

fermentación en la elaboración de la cerveza, 

un alto nivel de trehalosa sostiene la 

viabilidad de las células durante las etapas 

iniciales, mejora la utilización del 

carbohidrato y aumenta la producción del 

alcohol isoamílico y del isobutanol (36). 

Debido a las características físicas 

exclusivas descritas arriba, la trehalosa 

puede funcionar como una molécula que 

previene el daño celular estabilizando l~s 

proteínas en su estado nativo durante el 

choque térmico, así como también 

suprimiendo la agregación de proteínas 

desnaturalizadas. Además, el disacárido 

substituye el agua y une los grupos polares 

de los fosfolípidos, preservando las 

características de una membrana hidratada 

(37). Bajo condiciones de congelación, 

deshidratación o sequedad inducida, la 

trehalosa muestra una capacidad excepcional 

para proteger las enzimas y las membranas 

biológicas. Además, la hidrólisis rápida de la 

trehalosa por la trehalasa es necesaria 

durante la recuperación del estrés para que 

las estructuras celulares sean liberadas del 

carbohidrato unido (37). Esto haría accesible 

a las proteínas y así promover la 

renaturalización correcta. La energía 

necesaria para la renaturalización se podría 

obtener de la hidrólisis de la trehalosa (11). 

Por lo tanto, el equilibrio entre el almacenaje 

y la degradación de la trehalosa se debe 

regular finalmente en respuesta a los 

cambios de estrés y durante la recuperación 

subsecuente de la condición de estrés. 

Otras funciones de la trehalosa en 

levaduras 

Un inesperado hallazgo demostró que 

TPS 1 p es requerido para el control 
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apropiado de la afluencia glucolítica en 

algunas especies de levadura. Mutantes 

deficientes en la producción de la trehalosa 

no pueden crecer en presencia de glucosa ó 

fructosa debido a un desequilibrio drástico 

de los metabolitos glucolíticos y a una 

disminución del contenido de A TP. Aunque 

no está entendido totalmente, una ligera 

inhibición de la hexocinasa 11 causada por la 

trehalosa 6-fosfato es la explicación más 

plausible para esta perturbación metabólica. 

Un modelo alternativo sugiere que la síntesis 

de la trehalosa podría servir como sistema 

regulador intermediario, el exceso de la 

glucosa 6-fosfato acumulada bajo la adición 

de la glucosa es rápidamente convertida en 

trehalosa para recuperar el fosfato libre, el 

cual es requerido posteriormente en el 

camino glucolítico (22, 38, 39, 40). 

La implicación fisiológica de la trehalosa 

durante procesos (no-reproductivos) 

celulares de la diferenciación del hongo 

fitopatógenico Rhizoctonia fungoso ( 41) y 

algunas levaduras dimórficas también se ha 

mencionado. Se ha reportado la presencia de 

una trehalasa en la levadura no fermentativa 

Rhodotorula rubra, ésta enzima es reprimida 

por glucosa y no responde a la activación del 

AMPc dependiente de proteínas cinasas. 

Aunque la R. rubra puede crecer en medios 

que contienen trehalosa exógena, por ende el 

papel fisiológico del carbohidrato sigue 

siendo confuso en este caso ( 42). 

Conclusiones y perspectivas 

A través de la biosfera, el disacárido 

trehalosa se ha conservado como molécula 

importante en muchos organismos 

relacionados distantemente, que la utilizan 

para diversos procesos fisi9lógicos. Junto al 

papel principal que se le ha otorgado como 

compuesto sintetizado en condiciones de 

estrés, una variedad de diversas funciones es 

planteada para la trehalosa en sistemas 

biológicos específicos. Por lo tanto, las 

levaduras acumulan cantidades grandes de 

trehalosa principalmente como un protector 

de la integridad de la célula contra varias 

condiciones de estrés y como compuesto de 

reserva. Significativamente, la trehalosa 

tiene excelentes perspectivas para su uso 

industrial. El carbohidrato actualmente se 

utiliza con éxito como un agente protector en 

condiciones de baja temperatura, así como 

un eficiente preservativo en muchos 

alimentos y productos farmacéuticos. 

Además, las nuevas líneas de investigación 

se están dedicando al aislamiento de las 

enzimas termoestables requeridas para la 

biosíntesis y la hidrólisis de la trehalosa de 

bacterias termófilas, así como el estudio del 

metabolismo de la trehalosa en las levaduras 
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para la fabricación de cerveza y vino, para 

mejorar la producción y la calidad de sus 

productos respectivos. 

Nosotros en nuestro laboratorio hemos 

realizado un estudio comparativo de la 

producción de Ja trehalosa en diferentes 

cepas de la levadura halófila Debaryomyces 

hansenii y Saccharomyces cerevisiae, en 

diferentes condiciones de estrés salino 

encontramos que D. hansenii mostró una 

producción más alta de trehalosa, comparada 

con las cepas utilizadas de S. cerevisiae; 

sugerimos que la producción elevada de 

trehalosa en D. hansenii desempeña un papel 

como carbohidrato de reserva, tal y como se 

ha reportado para otras levaduras (43); 

nuestros estudios estarán encaminados a 

evaluar el posible papel de la trehalosa sobre 

la actividad de las enzimas involucradas en 

Ja regulación de Ja vía glucolítica y 

metabolismo de carbohidratos en D. 

hansenii. 
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Abstract 

The comparative analysis of growth, 

intracellular content of Na+ and K+, and 

the production of trehalose in the 

halophilic Debaryomyces hansenii and 

Saccharomyces cerevisiae have been 

determined under saline stress. The yeasts 

species were studied on the basis of their 

ability to grow in the absence or presence 

of 0.6 or 1.0 M NaCl and KCl; D. 

hansenii strains grew better, and 

accumulated more Na+ than S. cerevisiae 

under satine stress (0.6 and 1.0 M of 

NaCI), compared with S. cerevisiae yeasts 

strains under similar conditions. By two 

methods we found that D. hansenii 

showed a higher production of trehalose, 

compared to S. cerevisiae yeasts strains; 

active dry yeast contained more trehalose 

than a regular commercial strain (La 

Azteca) under ali conditions, except when 

the cells were grown in the presence of 

1.0 M NaCI. We suggest that the elevated 

production of trehalose in D. hansenii 

plays a role as reserve carbohydrate, as 

reported for other microorganisms. 



Keywords: Trehalose, halophile, 

Debaryomyces hansenii, Saccharomyces 

cerevisiae, saline stress, glycerol. 

Introduction 

It has been previously shown that the 

halophile yeast Debaryomyces hansenii 

accumulates high levels of intracellular 

Na+ and K+ when grown at high salinity 

(Norkrans and Kylin, 1969), and that 

glycerol accumulates intracellularly 

proportionally to increasing extracellular 

NaCl concentrations (Gustafsson and 

Norkrans, 1976). lt was also reported that 

in D. hansenii, the intracellular levels of 

polyols are markedly enhanced by high 

salinity, the dominant salutes being 

glycerol in log phase cells and arabinitol 

in stationary phase cells (Adler and 

Gustafsson, 1980). 

Two different fundamental adaptation 

strategies exist allowing certain 

microorganisms to bear osmotic stress 

due to the presence of a high 

concentration of salt, as described by 

González-Hernández and Peña (2002). i) 

the cells maintain high intracellular 

concentrations of salt, osmotic or at least 

equivalent to the externa! concentration of 

salt (salt-in strategy), and intracellular 

systems must adapt to the presence of 

high concentrations of salt; ii) the cells 

maintain lower concentrations of salts in 

their cytoplasm ( compatible-solute 

strategy). The osmotic pressure of the 

medium is balanced by compatible 

salutes, and no special adaptation of the 

intracellular systems is required (Bayley 

and Morton 1978). 

Under osmotic stress, microorganisms 

must be able to restare their volume and 

turgor pressure by increasing the interna! 

osmolarity and many microorganisms 

respond to such enviromental change by 

accumulating low molecular weight 

organic salutes (LeRudulier et al. 1984; 

Higgins et al. 1987). The transfer of 

growing cells of the salt tolerant yeast D. 

hansenii to media of higher salinity 

resulted in an incresead production and 

intracellular accumulation of glycerol, 

proportional to the magnitude of the 

salinity shift (André et al. 1988). 

Jovall et al. ( 1990), reported the 

accumulation of organic salutes in D. 

hansenii after transfer to media of 

increased salinity. Cells were incubated 

with labelled glucose and the intracellular 

metabolic processes were assesed by 

NMR spectroscopy of intact cells or 

cellular extracts. The analysis of 

seventeen yeast strains by 13C-NMR 

2 



spectroscopy has been reported, 

confirming the significance of glycerol as 

the sole osmoregulatory solute under salt

stressed conditions (Meikle et al. 1991 ). 

Khroustalyova et al. (2001 ), reported that 

the yeast Debaryomyces hansenii is 

highly resistant to dehydration stress and 

this tolerance was more pronounced for 

cells taken from the exponential growth 

phase than from the stationary phase; the 

growth of D. hansenii in medium 

containing 10% (w v-1) NaCI, resulted in 

an additional mcrease m cellular 

resistance to dehydration, which was 

most marked for stationary phase cells. 

Trehalose 1s a ubiquitous 

disaccharide in the biosphere. It has been 

isolated and characterized from a large 

variety of both prokaryotic and eukaryotic 

organisms, ranging from bacteria to 

plants and mammals (Elbein 1974; 

Thevelein 1984, 1995; Strom and Kaasen, 

1993). A variety of functions have been 

proposed for trehalose, which depend on 

the specific biological system analyzed. 

In sorne yeast and filamentous fungi, 

large amounts of trehalose are stored both 

as a reserve carbohydrate and as protector 

against stress challenges to cells. 

Since D. hansenii is one of the salt

resistant species of yeast, its study could 

con tribute to a better understanding of the • 

phenomenon of halotolerance and 

osmoregulation in halophiles organisms. 

The present work is aimed to make a 

comparative analysis of growth, 

intracellular content of Na+ and K+, 

trehalose production, trying to understand 

the role of trehalose in this halophilic 

yeast. In this study we used three 

different strains of Debaryomyces 

hansenii (Y7426, 126, CBS 1793) and two 

commercial strains of Saccharomyces 

cerevisiae (La Azteca, and active dry 

yeast), these experiments were carried out 

under different saline stress conditions. 

Materials and methods 

Yeasts strains, media and culture 

conditions 

D. hansenii, strain Y7426 (US 

Department of Agriculture, Peoria, IL); 

D. hansenii, strain J26; D. hansenii, strain 

CBS 1793; was kindly supplied by L. 

Adler and H. Sychrová, respectively. S. 

cerevisiae Baker' s yeast (S. c.) was 

obtained locally (La Azteca S. A.); S. 

cerevisiae active dry yeast (ADY) was 

obtained from SIGMA (St. Louis Mo., 

USA, Cat. No. YSC-2); the rehydration 

procedure was that reported by Peña et al. 

(1992). The yeasts were kept in YPD 
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plates containing 1 % yeast extract, 1 % 

bacto-peptone and 2% glucose, plus 2% 

bactoagar. Liquid cultures were started 

from a 100 mi inoculum of cells grown in 

YPD, with or without 0.6, 1.0, 2.0 or 3.0 

M of either KCI or NaCI. Inocules were 

grown at 30 ºC for 24 h in a gyrotory 

shaker at 250 r.p.m. 0.5 1 cultures were 

then grown under similar conditions but 

during 36 h. The cultured cells were 

collected by centrifugation and washed 

twice with water. The final pellets of cells 

grown in YPD (C), with the addition of 

0.6, 1.0, 2.0 and 3.0 M (Na06, Nal, Na2 

and Na3, respectively) or with 0.6, 1.0, 

2.0 and 3.0 M KCI (K06, Kl, K2 and K3, 

respectively). Finally the cells were 

resuspended in water to a concentration 

of 0.5 g/ml (w/v), and kept in ice to be 

used the same day. Sorne experiments 

were carried out too with cells starved by 

aeration in water during 14 hours. 

Determination of intracellular Na+ and 

K+ content 

To measure the interna! Na+ and K+ 

content, cells (50 mg, wet weight) were 

disrupted by incubation with 2 mM 

cetyltrimethylammonium bromide 

(CTAB) for 15 min at room temperature. 

The suspension was centrifuged, and the 

cation concentration in the supernatant 

was determined with a Zeiss PF5 flame 

photometer. The concentrations of cations 

were calculated after measuring the 

interna! value of water under the different 

conditions, determined form the 

distribution of radioactive isotopes 14C

Sucrose and 3H20 in the supernatant 

obtained from 500 µI of cells (0.5 g/ml); 

and assuming their uniform distribution 

within the cell (González-Hernández et 

al. In press). In S. cerevisiae, interna! 

volume was 47% of the wet weight ofthe 

cells (Peña et al. 1967). 

Growth 

Growth was followed by the 

absorbance changes at 600 nm with a 

Shimadzu spectrophotometer model UV-

160A. 

Extraction of samples for trehalose and 

glycerol determination 

Samples (1 mi) were extracted by 

boiling the cell suspensions at 92 ºC in a 

water bath for 15 mm. After 

centrifugation the supernatant was frozen 

until analysis. Trehalose and glycerol 

were measured in adequate dilutions of 

the supernatant. 
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Glycerol determination 

Glycerol was phosphorylated to 

glycerol 3-phosphate by A TP in the 

presence of glycerol kinase. Glycerol 3-

phosphate was then converted to 

dihydroxyacetone phosphate by 

glycerophosphate dehydrogenase leading 

to the formation of NADH. The increase 

in NADH concentration was recorded 

with a Shimadzu spectrophotometer 

model UV-160A at 340 nm (Wieland 

1965). 

Thin-layer chromatography (TLC) 

method 

Standard 0.1 M solutions of pure 

trehalose, galactose, glucose, mannitol, 

sorbitol, maltose, sucrose, raffinose and 

glycerol were prepared. The crystals 

obtained for the NMR spectra of the 

samples obtained from D. hansenii 

Y7426 cultivated in absence and in the 

presence of NaCl or KCI, were used to 

prepare a 0.1 M stock solution. From the 

extracts and standards prepared, 1 O µI 

were taken and diluted with 40 µ1 of 

pyridine; 1 µI of this mix was taken and 

spotted onto Silica Gel 60 f 254 plates 

(Merck, Darmstadt, Germany), and 

developed in a closed chamber with 1-

butanol:isopropanol:water (10:5:4 

vol/vol) as the mobile phase. The spots 

were detected by spraying the plates with 

5 mg vanillin per mi in concentrated 

H1S04 and 5% ethanol and heating at 130 

ºC (modified from Sue and Pringle, 

1980). 

Assay of trehalose with acid trehalase 

Uncoupled assay. The extracts 

obtained by boiling the cell suspensions 

at 92 ºC in a water bath for 15 min were 

used. 100 µI of the extracts plus 25 µ 1 of 

trehalase were incubated overnight ( 14 

hours), at 40 ºC. The next day, glucose 

was assayed with glucose oxidase by 

adding to the spectrophotometer cell (2.0 

mi final volumen), the following 

reagents: 1 % o-dianisidine, prepared by 

diluting in 0.1 M phosphate buffer pH 

6.0; digested trehalose sample; peroxidase 

at a concentration of 200 µg per mi in 

distilled water (1.5 units per mi of the 

assay mixture); glucose oxidase (1 mg per 

mi in distilled water, diluted to obtain 21 

units per mi in 2 mi of the assay mixture). 

Absorbance changes were measured in 

the spectrophotometer at 460 nm and 25 

ºC and compared to a glucose standard 

curve (modified of Araujo et al. 1989). 
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NMR spectroscopy 

Stationary phase cells (36 hours) were 

extracted by boiling in a water bath for 15 

min and centrifuging to obtain the 

supematant; carbohydrates were extracted 

immediately with 80% (v/v) ethanol (50 

mi). After ovemight extraction, ethanol 

was removed by rotary evaporation 

(Büchi, Heating Bath B-490) and the 

samples were then desiccated for at least 

48 h in a freeze dryer. Dried samples 

were resuspend in D20 (Aldrich 

Chemical Company) and analysed using a 

NMR spectroscopy. Ali spectra were 

obtained with a Bruker spectrometer 

model, the samples of 13C-NMR spectra 

were obtained at 300 Mhz. The trehalose 

peak was identified against that of the 

pure substance. 

Viability Determination 

Liquid cultures were started from a 

l 00 mi inoculum of cells grown in YPD, 

with variable concentrations of either KCI 

or NaCI, and then grown at 30 ºC for 24 h 

in a gyrotory shaker at 250 r.p.m. 

Immediately after, samples were taken, 

and successive tenfold dilutions were 

prepared in sterile water to count the cells 

(D. h. Y7426). Then, 150 cells of each 

were spread in duplicate plates containing 

YPD media without salt, or with 0.6, 1.0, 

2.0 or 3.0 M of NaCI or KCI. The plates 

were incubated for 36 hours (YPD, 0.6 

and 1.0 M NaCI or KCI) and 200 hours 

(2.0 and 3.0 M ofNaCI or KCI), at 30 ºC. 

After this time, the colonies were counted 

to determine viability. 

Reproducibility 

Ali assays were repeated at least three 

times, and the data reported are mean 

values; however, the number of 

independent experiments and replicates, 

are mentioned whenever relevant. 

Results 

Fig. 1 A shows the influence of NaCl 

and KCI on the growth of D. hansenii 

Y7426 in YPD without salt (C), or in the 

presence of 0.6 M (Na06 or K06), 1.0 M 

(Nal or Kl) of NaCl or KCI. An 

increased growth rate was observed in the 

cells grown in Na06 or K06, compared to 

other concentrations; however, growth 

rate was similar to the control at 1.0 M of 

either NaCl or KCl . D. hansenii 126 (Fig. 

1 B), showed a slight reduction in growth 

at ali concentrations of cells, which was 

more marked after 20 h in Nal cells. The 
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D. hansenii CBS 1793 strain, grew faster 

at 0.6 M than ali other cells conditions, in 

this strain the yeast growth order is: 

K06>Na06>Kl>C> Nal. In Figure ID 

and E it is shown that S. cerevisiae La 

Azteca (S. c.) and active dry yeast (ADY) 

showed similar growth behavior under ali 

experimental conditions; however, the 

largest decrease of growth rate was 

observed with NaCl at ali concentrations, 

particularly at 1.0 M. Table 1 shows the 

duplicating times; 0.6 M salt produced 

the highest growth rate, for the D. h. 

Y7426, in agreement with data obtained 

by González-Hernández et al. (In press); 

while 126 and CBS 1793 practically did 

not show differences; with S. cerevisiae 

La Azteca and AD Y we found an in crease 

of doubling time in the cells cultivated in 

presence of 0.6 and 1.0 M of each salt 

(Table 1). 

Tables 2A and B show the content of 

Na+ and K+ of the different strains from 

D. hansenii and S. cerevisiae analyzed in 

this work under the different experimental 

conditions; the interna! concentrations of 

Na+ and K+ in D. hansenii Y7426 under 

different experimental conditions (Table 

2A and B) show that C cells contained 

only a small amount of Na+, compared to 

K+. Na06 cells accumulated high 

concentrations of Na+ with moderate 

concentrations of K+. At both NaCI 

concentrations in the growth medium, the 

interna) Na+ concentration was higher 

than that of K+. The K06 and Kl cells 

contained a very low concentration of 

Na+, while K+ concentrations rose to 

around 200 mM. In the cells grown in the 

presence of NaCl (Na06 and Nal); the D. 

hansenii Y7426 strain accumulated 

almost twice the concentration of Na+ in 

comparison with 126 and CBS 1793 

strains (Table 2B). D. hansenii 

accumulated K+ concentrations varying 

from 180 to 230 mM, except for the 

Y7426 strain, which when cultivated in 

the presence of NaCI accumulated less 

and less K+, depending on the increasing 

concentrations of Na+ in the medium 

(these data collected for the Y7426 strain 

agree with the data obtained by González

Hernández et al. (In press). The 

commercial strain of S. cerevisiae in 

Na06 also accumulated significantly more 

Na+ than ADY; when cultivated in the 

presence of 1 M of NaCI, also La Azteca 

strain accumulated more than twice the 

amount of Na+, and significantly more 

than the ADY strain. S. cerevisiae (La 

Azteca) accumulated the highest 

concentrations of which also 
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decreased as the concentration of Na+ in 

the medium was increased. A similar 

behavior was observed with the ADY 

strain, which, however, accumulated less 

K+ under ali conditions tested, even at the 

highest concentrations of K+ in the 

medium. 

Table 3 shows the production of 

trehalose for the different strains. The D. 

hansenii Y7426 strain accumulated 

around 425 µM when grown in YPD 

medium, which decreased as the NaCI 

concentration m the medium was 

increased, and at 1.0 M KCI. With the 

two other strains of D. hansenii (J26 and 

CBS 1793), no changes in the content of 

trehalose were observed when the cells 

were grown with different NaCI or KCI 

concentrations. Both S. cerevisiae strains, 

when grown in the presence of salt, 

showed an increased trehalose content at 

0.6 M of NaCI or KCI, and an important 

decrease at 1.0 M of both salts. It is also 

interesting that ADY, following a similar 

pattem respect to the response to salt, 

always showed a much higher leve! of 

trehalose under ali conditions, except for 

the high concentrations of both NaCI and 

KCI, and that at 1.0 M KCI, the decrease 

of the trehalose content was much lower 

than that of the other commercial strain. 

Figure 2A shows the resonance . 

spectrum of standard trehalose (Sigma) 

and Figs. 2B, C and D, the spectra of the 

cellular extracts obtained at different 

experimental conditions (C, Na06 and 

K06 cells). Fig. 2 shows the peak 

positions (ppm): C1 = 93.86, C2 = 73.2, C3 

= 72.79, C4 = 71.7, Cs = 70.36 and C6 = 

61 .23, which were practically identical 

for the pure commercial substance, and 

that obtained from the cell extracts. The 

same samples used to obtain the spectra 

were also analyzed by thin-layer 

chromatography (TLC) (Figure 3); from 

both results, we concluded that obtained 

samples were pure trehalose. 

Figure 3A shows the spots obtained 

with the different pure sugars used in the 

TLC: a) trehalose, b) galactose, e) 

glucose, d) mannitol, e) sorbitol, t) 

maltose, g) sucrose, h) raffinose and h) 

trehalose. Figure 3B shows the spots of 

the obtained trehalose of D. hansenii 

Y7426 (c-k) and S. cerevisiae (b) 

cultivated under different experimental 

conditions: a) control trehalose, b) S. c. 

La Azteca cultivated in YPD, e) C, d) 

Na06, e) Nal, t) Na2, g) Na3, h) K06, i) 

K 1, j) K2, k) K3 and 1) control trehalose. 

Figure 4 shows the glycerol content of 

S. c. La Azteca grown in YPD (a), and D. 
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hansenii Y7426 (b-j) strain determined 

under saline stress conditions. A 50 µM 

basal content was found, which increased 

to 100 µM in presence of high 

concentration of salt in the growth 

medium (2.0 and 3.0 M of NaCI or KCI 

respectively). The same graph presents 

the production of trehalose under the 

same conditions of growth; contrary to 

glycerol, the production of trehalose 

decreased with the increasing 

concentrations of salt in the medium. 

The possible function of trehalose in 

the metabolism in D. hansenii Y7426 

strain was analyzed by determining the 

possible protective effect of this 

carbohydrate on the enzymatic activity of 

alcohol dehydrogenase from cells 

cultivated under different saline stress 

conditions. lt was found that for this 

enzyme and under our experimental 

conditions glycerol and trehalose <lid not 

protect against inactivation produced by 

the addition of different concentrations of 

salt in vitro (data no shown). 

The possible participation of trehalose 

as a reserve carbohydrate in D. hansenii 

and S. cerevisiae strains was studied. As 

Table 4 shows, the trehalose content of 

cells starved during 14 hours markedly 

decreased under ali conditions tested, 

except for those which were already very 

low at the highest salt concentrations. 

The viability of the D. hansenii 

Y7426 cells (Table 5) grown under the 

different salt concentrations was studied. 

Moderate saline stress (0.6 and 1.0 M of 

salt) showed 100% viability; higher salt 

concentrations of 2.0 and 3.0 M 

decreased viability, and . the negative 

effect of NaCI was greater than that of 

KCI. 

lt has been reported that trehalose 

plays an important role in thermal stress 

in bacteria and yeasts (Joao et al. 1997; 

Argüelles 2000; Rontein et al. 2002). The 

effect of temperature was explored on the 

production of trehalose in conditions of 

thermal stress of D. hansenii Y7426 for 

30 min (Table 6). In general, the 

production of the disaccharide decreased 

as the temperature of incubation 

increased; it is interesting that at low 

temperature (8ºC), an increase of 100-150 

µM was observed under ali conditions, 

compared to the usual temperature (30 

ºC). When the cells were incubated at 40 

or 50ºC, those grown in 1.0 M ofNaCl or 

0.6 and 1.0 M of KCl showed an increase 

of 30-100 µM compared to the control 

cells (30 ºC) (see Table 6). 
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Discussion 

Severa! groups have confirmed that 

D. hansenii grows well in the presence of 

moderate salt concentrationts (Neves et 

al. 1997; Prista et al. 1997; Thomé-Ortíz 

et al. 1998); however, different D. 

hansenii strains have been used; in this 

study, we found that under 'most growth 

conditions, the presence of moderate salt 

concentrations is necessary for better 

growth. D. hansenii Y7426 and CBSl 793 

strains grew better than D. hansenii 126 

strain, and of course, than S. cerevisiae 

strains, which are not salt-tolerant. The 

results suggest that regarding different 

strains of D. hansenii, this different 

behavior towards salt, as well as other 

parameters should be kept in mind. 

Ali strains tested showed the high 

capacity of D. hansenii to accumulate 

high Na+ concentrations in comparison to 

S. cerevisiae; however, it is important to 

note that the capacity of D. hansenii 

Y7426 strain to accumulate this cation 

was almost twice, as compared to the 

other two D. hansenii strains used. lt 

should be noted, however, that this same 

strain, which accumulates more Na+, also 

showed the lowest maximum growth 

(Figs. l A, B and C). Norkrans and Kylin 

(1969) explored the capacity of D. 

hansenii to tolerate high concentrations of 

NaCl, and found that ;in its presence, it 

accumulates high interna) concentrations 

of Na+. However, when placed in the 

presence of K+ :or Rb+, or even water, it 

rapidly extrudes sodium ions, to 

concentrate K+ inside if present (Norkrans 

and Kylin. 1969). Since the net 

accumulation balance is due to the 

balance between cation uptake and 

extrusion (González-Hernández, in press), 

the differences found with the different 

species studied may be due to a better 

Na+ extrusion and better uptake capacity 

of K+ in D. hansenii. 

The results of this work show the high 

capacity of D. hansenii to produce 

trehalose, as compared to S. cerevisiae, 

both under basal and moderate salt stress. 

Our results suggest a possible role of 

trehalose in the metabolism of D. 

hansenii as a carbohydrate reserve. The 

main role of trehalose in fungí has been 

considered as a storage compound 

(Thevelein, 1984 ); apparently, in this 

yeast, it has a similar role. The pure 

product isolated from the extracts was in 

fact, trehalose, as demonstrated by 

comparing the 13C-NMR spectra from the 

material extracted, and that of the pure 

sugar, as well as the chromatographic 

10 



mobility by TLC. Results from both thin

layer chromatography (TLC) and 

trehalase assay showed too that 

concentrations of trehalose diminished 

under saline stress conditions in D. 

hansenii Y7426 strain. 

The protective effects of trehalose are 

linked to the stabilization of membranes 

and the preservation of enzyme activity 

(Crowe et al. 1984; Anchordoguy et al. 

1987). The viabilty and thermal stability 

of sensitive strains to dehydration can be 

improved by the addition of certain 

amounts of disaccharides (trehalose, 

maltose) to the suspending media in 

which the cells are to be freeze-dried. 

Trehalose, like other polyols, could act by 

replacing water molecules involved in the 

maintenance of the tertiary structure of 

proteins through multiple externa! 

hydrogen bonds (Arakawa and Timasheff, 

1982; Crowe et al., 1984; Anchordoguy et 

al., 1987; Stambuk et al., 1993); this may 

be one of the possible role of trehalose 

found in D. hansenii (Y7426) to explain 

its high viability under moderate saline 

stress conditions. 

lt has been reported that exponential 

cells improve their stress tolerance 

towards high salinity by producing and 

accumulating high intracellular glycerol 

levels (Adler and Gustafsson, 1980; 

Larsson, 1990), whereas stationary phase 

cells improve their dehydration resistance 

upon exposure to saline growth 

conditions. During this growth phase, 

they lack glycerol, but accumulate instead 

high concentrations of arabinitol; 

Khroustalyova (2001) found that D. 

hansenii 126 strain cultivated in medium 

containing 10% (w v" 1
) NaCI, resulted in 

an additional mcrease in cellular 

resistance to dehydration, which was 

most marked for stationary phase cells; 

their results seem to indicate that 

arabinitol, but not glycerol, might have a 

protective function in D. hansenii 126 

strain under dehydration conditions. From 

our results, we suggest that possibly 

trehalose was the principal protective 

disaccharide under dehydration 

conditions in the Khroustalyova (2001) 

experiments; this is also m agreement 

with the data reported by Wiemken 

(1995), and Panek (1995). 

In severa! yeasts, defense responses to 

salt stress are based on osmotic 

adjustment by osmolyte synthesis and 

cation transport systems for sodium 

exclusion. Polyols, and especially 

glycerol, are the major osmolytes 

produced by yeast (Blomberg and Adler, 
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1992; Brown 1990). To increase 

osmolarity in the cell under salt stress, 

glycerol is produced as the maJor 

osmolyte by exponentially growing cells 

in the yeasts D. hansenii, S. cerevisiae 

and Z. rouxii (Gustafsson and Norkrans, 

1976; Adler et al. 1985; Larsson and 

Gustafsson, 1987; Blomberg and Adler, 

1989; Yagi, 1991 ). Accumulated glycerol 

is considered to function as an 

osmoregulator and an osmoprotector of 

enzymatic activities under salt stress 

(Brown and Simpson, 1972; Brown 

1978). In D. hansenii and Z. rouxii, the 

maximal intracellular glycerol 

concentration increases approximately in 

proportion to the NaCI concentration of 

the growth medium (Gustafsson and 

Norkrans, 1976; Yagi, 1988). This 

provides more evidence to support the 

established opinion about the role of 

glycerol in cells under salt stress. In our 

experiments, it was faund that D. 

hansenii accumulates more glycerol than 

trehalose under saline stress (2.0 and 3.0 

M of salts). However, under moderate 

NaCI stress, yeast cells accumulate more 

trehalose. 

The data presented m this 

comparative analisys might also have 

biotechnological implications and point to 

D. hansenii as an interesting model cell 

far further investigations of eucaryotic 

responses to dehydration stress by 

industries producing active or instant dry 

yeasts constantly searching far new ways 

to increase the quality of their products. 

Further studies of the mechanisms behind 

this extreme resistance to dehydration 

might provide new avent1;es far inducing 

similar resistance m the yeast S. 

cerevisiae. In addition to osmotic stress, 

high salinity also leads to ion toxicity 

effects, but specific responses to this form 

of stress are quite unknown (Serrano, 

1996). 

References 

1. Adler L, Gustafsson L ( 1980) 

Polyhydric alcohol production and 

intracellular amino acid pool in 

relation to halotolerance of yeast 

Debaryomyces hansenii. Arch 

Microbiol 124:123-130. 

2. Adler L, Pedersen A, Tunbland

Johansson (1982) Polyol 

accumulation by two filamentous 

fungí grown at different 

concentrations of NaCI. Physiol 

Plant 56:139-142. 

3. Adler L, Blomberg A, Nilsson A 

(1985) Glycerol metabolism and 

12 



osmoregulation in the salt-tolerant 

yeast Debaryomyces hansenii. J 

Bacteriol 162:300-306. 

4. André L, Nilsson A, Adler L 

(1988) The role of glycerol m 

osmotolerance of the yeast 

Debaryomyces hansenii. J Gen 

Microbio! 134:669-677. 

5. Arakawa T, Timasheff SN (1982) 

Stabilization of protein structure 

by sugars. Biochemistry 21 :6536-

6544. 

6. Argüelles JC (2000) Physiological 

roles of trehalose in bacteria and 

yeasts: a comparative analysis. 

Arch Microbio! 174:217-224. 

7. Bayley RM, Morton RA (1978) 

Recent developments m the 

molecular biology of extremely 

halophilic bacteria. Crit Rev 

Microbiol 6:151-205. 

8. Blomberg A, Adler L, (1989) 

Roles of glycerol and glycerol-3-

phosphate dehydrogenase (NAO+) 

in acquired osmotolerance of 

Saccharomyces cerevisiae. J 

Bacteriol 171:1087-1092. 

9. Blomberg, A. and Adler, L (1992) 

Physiology of osmotolerance in 

fungí. Adv. Microb. Physiol. 33: 

145-212. 

1 O. Brown AD (1978) Compatible . 

solutes and extreme water stress 

m eukaryotic microorganisms . 

Adv Microbio! Physiol 17: 181-

242. 

11. Brown AD, Simpson JR (1972) 

Water relations of sugar-tolerant 

yeasts: the role of intracellular 

polyols. J Gen Microbio! 72:589-

591. 

12. Brown AD (1990) Microbial 

water stress physiology. Principies 

and perspectives. Chichester: John 

Wiley & Sons Ltd. 

13. Crowe, J. H., Crowe, L. M. and 

Chapman, O (1984) Preservation 

of membranes in anhydrobiotic 

organisms: The role of trehalose. 

Science 223: 701-703. 

14. Anchordoguy TJ, Rudolph AS, 

Carpenter JF, Crowe JH (1987) 

Modes of interaction of 

cryoprotectants with membrane 

phospholipids during freezing. 

Cryobiology 24:324-331. 

15. Araujo, P. S; Panek, A. C; 

Ferreira, R. and Panek. A. O 

(1989) Determination of trehalose 

in biological samples by a simple 

and stable trehalase preparation. 

13 



Analytical Biochemistry. 176: 

432-436. 

16. Crowe JH, Hoekstra FA, Crowe 

LM, Anchordguy TJ, Drobnis E 

( 1989) Lipid phase transitions 

measured in intact cells with 

Fourier transform infrared 

spectroscopy. Cryobiology 26:76-

84. 

17. Crowe LM, Reid DS, Crowe JH 

(1996) Is trehalose special for 

preservmg dry biomaterials? 

Biophys J 71 :2087-2093. 

18. Elbein AD (1974) The 

metabolism of a,a-trehalose. Adv 

Carbohydr Chem Biochem 

30:227-256. 

19. González-Hemández JC, Peña A 

(2002) Estrategias de adaptación 

de microorganismos halófilos y 

Debaryomyces hansenii 

(Levadura halófila). Rev 

Latinoam Microbiol 44:137-156. 

20. González-Hemández JC, 

Cárdenas-Monroy CA, Peña A (In 

press) Sodium and potassium 

transport in the halophilic yeast 

Debaryomyces hansenii. Yeast 

21. Gustafsson L, Norkrans B (1976) 

On the mechanism of salt 

tolerance. Production of glycerol 

and heat during growth of 

Debaryomyces hansenii. Arch 

Microbiol 110:177-183. 

22. Higgins CF, Caimey J, Stirling 

DA, Sutherland L, Booth IR 

( 1987) Osmotic regulation of gene 

expression: ionic strength as an 

intracellular signa!. Trends 

Biochem Sci 12:339-344. 

23. Joao AJ, Polizeli TMML, 

Thevelein JM, Terenzi HF (1997) 

Trehalases and trehalose 

hydrolysis m fungi. FEMS 

Microbio! Lett 154:165-171. 

24. Jovall PA, Tublad-Johansson I, 

Adler L ( 1990) 13C NMR analysis 

of production and accumuation of 

osmoregulatory metabolites in the 

salt-tolerant yeast Debaryomyces 

hansenii. Arch Microbio! 

154:209-214. 

25. Khroustalyova G, Adler L, 

Rapoport A (2001) Exponential 

growth phase cells of the 

osmotolerant yeast Debaryomyces 

hansenii are extremely resistant to 

dehydration stress. Process 

Biochemystry 36: 1163-1166. 

26. Larsson C, Gustafsson L (1987) 

Glycerol production relation to the 

A TP pool and heat production rate 

14 



of the yeasts Debaryomyces 

hansenii and Saccharomyces 

cerevisiae during salt stress. Arch 

Microbio! 147:358-363. 

27. Larsson C, Morales C, Gustafsson 

L ( 1990) Osmoregulation of the 

salt-tolerant yeast Debaryomyces 

hansenii grow in a chemostat at 

different salinities. J Bacteria! 

172: 1769-1774. 

28. LeRudulier O, Strom AR, 

Dandekar AM, Smith L T, 

Valentine RC (1984) Molecular 

biology of osmoregulation. 

Science 224 : 1064-1068. 

29. Meikle AJ, Chudek JA, Reed RH, 

Gadd GM (1991) Natural 

abundance l 3C-nuclear magnetic 

resonance spectroscopic analysis 

of acyclic polyol and trehalose 

accumulation by several yeast 

species in response to salt stress. 

FEMS Microbiol Lett. 66 : 163-

167. 

30. Neves ML, Oliveira RP, Lucas 

CM (1997) Metabolic flux 

response to salt-induced stress in 

the halotolerant yeast 

Debaryomyces hansenii. 

Microbiology 143: 1133-1139. 

31. Norkrans B, Kylin A (1969) 

Regulation of potassium to 

sodium ratio and the osmotic 

potential m relation to salt 

tolerance in yeasts. J Bacteriol 

100:836-845 . 

32. Panek AD (1995) Trehalose 

metabolism-new horizons m 

technological applications. Brasil 

J Med Biologic Res 1995: 169-

185. 

33. Peña A, Cinco G, García A, 

Gómez-Puyou A, Tuena M (1967) 

Effect of extemally added sodium 

and potassium ions on the 

glycolytic sequence of 

Saccharomyces cerevisiae. 

Biochim Biophys Acta 

148:673-682. 

34. Peña A, Uribe S, Clemente M, 

Sánchez N ( 1992) Rehydration 

temperature 1s critica! for 

metabolic competence and for 

membrane integrity in active dry 

yeast (ADY). Arch Microbio! 

158:75-80. 

35 . Prista C, Almagro A, Loureiro

Días MC, Ramos J (1997) 

Physiological basis for the high 

tolerance of Debaryomyces 

15 



hansenii. Appl Environ Microbio! 

63 :4005-4009. 

36. Rontein D, Basset G, Hanson AD 

(2002) Metabolic Engineering of 

Osmoprotectant Accumulation m 

Plants. Metab Eng 4:49-56. 

3 7. Stambuk BU, Crowe JH, Crowe 

LM, Panek AD. de Araujo PS 

(1993) A dependable method for 

the synthesis of [14C]trehalose. 

Anal Biochem 212: 150-153. 

38. Serrano R (1996) Salt tolerance in 

plants and microorganisms: 

toxicity targets and defense 

responses. lnt Rev Cytol 165:1-

52. 

39. Strom AR, Kaasen 1 (1993) 

Trehalose metabolism m 

Escherichia coli: stress protection 

and stress regulation of gene 

expression. Mol Microbio! 8:205-

210. 

40. Sue HL, Pringle JR (1980) 

Reserve Carbohydrate metabolism 

m Sacharomyces cerevisiae: 

Responses to nutrient limitation. J 

Bacteriol 143: 1384-1394. 

41. Thevelein JM ( 1984) regulation of 

trehalose mobilization in fungi. 

Microbio! Rev 48:42-59. 

42. Thevelein JM, Hohmann S (1995) 

Trehalose synthase: guard to the 

gate of glycolysis in yeast? Trends 

Biochem Sci. 20:3-10. 

43. Thomé-Ortiz PE, Peña A, 

Ramírez J (1998) Monovalent 

cation fluxes and physiological 

changes of Debaryomyces 

hansenii grown at high 

concentrations of KCI and NaCI. 

Yeast. 14:1355-1371. 

44. Wieland OH (1965) Glycerol. In 

Bergmeyer, H. U. (Ed.), Methods 

of Enzymatic Analysis, 3rd edn. 

Verlag Chemie, Weinheim, pp. 

598-606. 

45. Wiemken A (1995) Trehalose m 

yeast, stress protectant rather than 

reserve carbohydrate. Antonie 

Van Leeuwenhoek. 58:209-217. 

46. Yagi T (1988) Intracellular levels 

of glycerol necessary for initiation 

of growth under salt- stressed 

conditions in a salt-tolerant yeast, 

Zygosaccharomyces rouxii. FEMS 

Microbio! Lett 49:25-30. 

4 7. Y agi T ( 1991) Effects of increases 

and decreases in the externa! 

salinity on the intracellular 

glycerol and inorganic ion content 

16 



in the salt-tolerant yeast. 

Microbios. 68:109-117. 

Figure legends: 

Figure l. Growth of D. hansenii cells: A) 

Y7426 strain, B) J26 strain, C) CBS 1793 

strain; and S. cerevisiae cells: D) La 

Azteca, E) Active Dry Y east; under 

different saline stress conditions. D = 

without salt (C); O = 0.6 M NaCI 

(Na06); /.::;.. = 1.0 M NaCI (Nal); \l = 0.6 

M KCI (K06); () 1.0 M KCI (K l ). 

Results are the means of three 

experiments. 

Figure 2. Natural abundance 13C-NMR 

spectra of dried samples (trehalose 

control and cells extracts at the stationary 

phase) of D. hansenii (Y7426) (B-D) 

grown without and with salt stress. A) 

Sigma trehalose reagent, B) cells C, C) 

Na06 cells, D) K06 ce lis. The l 00.0-55 .0 

ppm region of the spectrum is shown. 

Trehalose peaks: C 1 = 93.86, C2 = 73.2, 

C3= 72.79, C4= 71.7, Cs= 70.36 and C6= 

61.23. 

Figure 3. Thin-layer chromatography 

(TLC): standard sugars (A) and dried 

samples of cell extracts of stationary 

phase (B). A: a) trehalose, b) galactose, 

c) glucose, d) mannitol, e) sorbitol , f) 

maltose, g) sucrose, h) raffinose and h) 

trehalose. B: a) trehalose control, b) S. 

cerevisiae La Azteca grown in YPD, (c-k) 

D. hansenii (Y7426) grown in different 

conditions; c) C, d) Na06, e) Nal, f) Na2, 

g) Na3, h) K06, i) Kl , j) K2, k) K3and1) 

trehalose control. 

Figure 4. Trehalose (empty bars) and 

glycerol (filled bars) content of D. 

hansenii (Y7426) (b-j), S. c. La Azteca 

cultivated without salt (a); b) C, e) Na06, 

d) Nal, e) Na2, f) Na3, g) K06, h) Kl, i) 

K2, j) K3. Ali extracts were obtained at 

the stationary phase without starvation. 

Trehalose and glycerol were measured as 

described under Methods. Results are the 

meaos± SEM (n = 3). 
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Table l. Duplicating time of D. hansenii and S. cerevisiae grown in different media. 

Doubline: time h) 

Y7426 J26 CBS1793 s. c. ADY 
e 3.2 2.28 2.5 0.76 0.93 

Na06 2.75 2.44 2.13 1.89 2.5 
Nal 3.17 2.22 2.32 3.33 4.45 
K06 2.56 2.37 1.95 l.3 1.68 
Kl 3.7 1.88 2.63 l.37 1.95 

Duplicating time was determined from the exponential phase of the curves. Cells were grown as described 

under Methods. Results are the means ofthree experiments . 

Table 2. lntracellular concentrations of Na+ (A) and K+ (B) of cells from different yeast 

strains grown in the absence or presence of different concentrations of NaCI or KCI. 

A D. hansenii S. cerevisiae 
Na+ 1 mM l 

Y7426 J26 CBS1793 s. c. ADY 
e 10.24 9.06 10.59 9.56 2.88 

Na06 186.39 100.67 113.96 70.59 48 .29 
Nal 211.78 134.28 118.16 167.63 135.66 
K06 3.16 9.34 6.82 6.1 3.02 
Kl 2.48 5.08 23 .33 8.70 l.34 

B D. hansenii S. cerevisiae 
K+ lmMI 

Y7426 J26 CBS1793 s. c. ADY 
e 180.35 196.47 212.17 287.33 132 

Na06 111.25 225.42 236.79 198.33 121 
Nal 61.43 184.28 193.25 108 .5 33 
K06 218 .73 230 .66 233 .5 216 .16 124.33 
Kl 198.96 236.80 208.75 225.91 123.33 

After growth and twice washing with water, the cells (50 mg) grown for 36 h were disrupted by incubation 

with l mi of 2 mM cetyltrimethylammonium bromide (CT AB) for 15 min at room temperature ; the 

suspension was centrifuged and adequate dilutions of the supernatant were used to measure Na+ and K+ in the 

tlame photometer. Results are the means ofthree experiments . 



Table 3. Effect of NaCI and KCI on trehalose content of D. hansenii and S. cerevisiae ce lis 

at the stationary phase without starvation. 

D. hansenii S. cerevisiae 
Trehalose l uM 1 

Y7426 J26 CBS1793 s. c. ADY 
e 424.57 427.15 426.29 40.09 95.93 

Na06 392.77 414.76 422.57 64.94 326.98 
Nal 273.13 432.71 427.21 17.13 15.99 
K06 424.46 413.25 422.47 50.33 213 .59 
Kl 301.37 426.67 419.23 7.97 162.71 

After growth the cells were disrupted by boiling the cell suspensions at 92 ºC in a water bath for 15 min. 

After centrifugation the supernatant was frozen until analysis . In adequate dilutions of the supernatant, 

trehalose was measured as described under Methods. 

Table 4. Effect of NaCI and KCI on the trehalose content of D. hansenii and S. cerevisiae 

cells starved after growing to the stationary phase. 

D. hansenii S. cerevisiae 
Trehalose l uM 1 

Y7426 J26 CBS1793 s. c. ADY 
e 120.82 398.91 378.11 22.31 42.12 

Na06 140.66 343.24 201 .66 58.74 137.44 
Nal 74.26 291.13 155.64 2.80 7.07 
K06 222.36 337.21 252.76 38.21 63.29 
Kl 216.22 257.50 140.82 7.81 63 .72 

After growth the cells were starved for 14 hrs, and disrupted by boiling the cell suspensions at 92 ºC in a 

water bath for 15 min . After centrifugation the supernatant was frozen until analysis . Using adequate dilutions 

ofthe supernatants, trehalose was measured as described under Methods. 



Table 5. Viability of D. hansenii (Y7426) strain grown with different salt concentrations. 

Viabilidad(%) 
e 100 

Na06 100 
Nal 100 
Na2 15 
Na3 5 
K06 100 
Kl 100 
K2 57 
K3 5 

Data are representative of six experiments perfonned as described in materials and methods. 

Table 6. Effect of incubation for 30 min at different temperatures on trehalose content of 

D. hansenii (Y7426) strain cells grown to the stationary phase without starvation. 

D. hansenii (Y7426) 1 uM 1 
8º e 30º e 40º e so0 e 

e 512 .53 424.57 362.60 329.85 
Na06 512.37 392.77 348.41 327.42 
Nal 424.60 273.13 302.95 278.55 
K06 512.37 424.46 489.92 422 .0 
Kl 504.59 301.37 403 .53 373 .13 

After growth of the cells under the different conditions, they were incubated at different temperatures (8, 30, 

40 and 50º C) during 30 minutes; cellular extracts were obtained, and trehalose content was determined as 

described under materials and methods . Results are the means ofthree experiments. 
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Figure lC 
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Figure 3 
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