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Presentacion del manuscrito

El presente trabajo se realiz6 en el laboratorio del Dr. Antonio Pefia Diaz, en el Instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonéma de México. El proyecto central de
doctorado que se describe en esta tesis (parte I), consistié en evaluar algunas propiedades del
transporte de sodio y potasio en la levadura haléfila Debaryomyces hansenii; este trabajo originé

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

Microbiologia, Ciencia Nicolaita y Yeast.

La parte II de esta tesis se desarroll6 por la inquietud de ampliar el conocimiento sobre el, 0
los mecanismos con que Debaryomyces hansenii puede adaptarse a altas concentraciones de sal
en el medio, y que pueden participar en el balance osmético de las células, mediante pequefias
moléculas sintetizadas por ellas, o tomadas del medio donde se encuentran disponibles; este
trabajo complementario ha dado lugar a dos trabajos sometidos a revisién en Ciencia Nicolaita,
Extremophiles, que se incorporan a este manuscrito en formato PDF. Actualmente se estdn
realizando experimentos para preparar un ultimo articulo en el cual se evaluaron las actividades
de algunas enzimas glucoliticas y algunos intermediarios de esta via metabdlica 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 haléfila que se encuentra en el mar y algunos productos
alimenticios con alto contenido de sal, tiene un crecimiento 6ptimo en presencia 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 KCI, al incubarla en presencia del catiéon “opuesto”, KCl o NaCl,
respectivamente, muestra una salida rdpida del cation acumulado acompafiado por una
acumulacién mas lenta del catién presente en el medio de la incubacién. Sin embargo, se observé
una salida rdpida semejante del catién acumulado al incubar las células en una solucién
amortiguadora (pH 6 o 8), en ausencia de cationes externos. Esto indica la posible presencia de
un canal i6nico que permite la salida del catién acumulado. Para el transporte de iones D.
hansenii mostré una cinética de saturacién que se ajusta a un solo componente para la captacién
de cationes de **Rb* y de *Na*, mostrando una afinidad mucho més alta para **Rb* que para
*’Na*. La influencia del pH sobre las constantes cinéticas fue similar para ambos cationes y
aunque los valores del Km eran mds altos a pH 8, se present6 también un aumento en los valores
de Vmax. Se evalu6 la acumulacién de **Na* encontrando que ésta fue mayor para las células
crecidas en la presencia de 0.6 M de NaCl. También se estudi6 la acumulacién del *Rb* y se
encontré un comportamiento similar, pero a un grado ligeramente mayor. La cinética de la
inhibicién del transporte de 2Na* por el KCl y la de S6Rb* por NaCl mostraron un
comportamiento de inhibicion no competitivo. Puede concluirse que el mecanismo de adaptacion
de D. hansenii a la sal, principalmente al Na”, no consiste en la exclusién del catién, sino que
probablemente sus sistemas metabdlicos sean resistentes a las altas concentraciones de los

cationes acumulados.

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 1
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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 NaCl or KCl, accumulating high concentrations of Na™ or K*. After
growth in NaCl or KCl, a rapid efflux of either accumulated cation was observed if the cells were
incubated in the presence of the “opposite” cation, that is, KCl or NaCl, 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 external
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 ®Rb* and ?Na* with
saturation kinetics, with a much higher affinity for $Rb* than for *Na’. 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 **Na was found to be
increased in cells grown in the presence of 0.6 M NaCl. **Rb* was also accumulated more in
these cells, but to a slightly greater extent. The inhibition kinetics of the uptake of 2Na* by K7,
and that of **Rb* 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. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ
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Introduccion
La levadura es un hongo unicelular que se reproduce por gemacién o por fisién. Esta

definiciébn 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 hébitats naturales en donde las levaduras aparecen en una
amplia densidad de poblacion y con una gran adaptacién, segin su naturaleza (Rose y Harrison,
1987). Debaryomyces hansenii es uno de los ascomicetos mds 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 especificas y balanceadas para el crecimiento celular y su funcién éptima,
pero las fluctuaciones del medio pueden influir o perturbar sus funciones celulares. Esas
perturbaciones pueden alterar las actividades enzimdticas, afectar el flujo metabdlico,
desestabilizar la estructura celular, o perturbar los gradientes quimicos o electroquimicos. Por
esto, las células deben ser capaces de proteger y mantener rasgos criticos de la homeostasis
interna en contra de las condiciones externas variables. En ambientes mas diluidos que el medio
interno de una célula, la entrada de agua es prevenida por el desarrollo de una presién de
turgencia. Durante la exposicién a altas concentraciones de sal, los organismos enfrentan efectos
combinados de estrés debido al aumento de la concentracién 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 disminucién e inclusive al cese del crecimiento celular. Por otra parte, las levaduras
en general, suelen adaptarse a esta situacién, primeramente por la exclusién de estos iones del
citoplasma, o bien mediante la restauracién osmética, produciendo solutos que ayudan a restaurar

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

Crecimiento y contenido intracelular de iones

Un andlisis comparativo de 42 especies de levadura realizado para evaluar la tolerancia al
NaCl, llevé a la clasificacion de cuatro grupos (Lages y cols., 1999). Entre las levaduras més
sensibles, las cudles tienen un mdximo de tolerancia de 0 a 1 M NaCl, se encontr6

Schizosaccharomyces pombe y Pichia stipitis; mientras que Saccharomyces cerevisiae Yy

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ K]
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Zygosaccharomyces rouxii fueron clasificadas como levaduras con un méximo de tolerancia entre
1 y 2 M de NaCl. Pichia farinosa muestra un crecimiento 6ptimo en medios que contienen de 2 a
3 M de NaCl. Entre las células que tienen una méxima tolerancia al NaCl 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 hal6filos son aquellos que se encuentran en los ambientes hipersalinos,
pero se diferencian de los halotolerantes porque son capaces de reproducirse y realizar sus
funciones metabdlicas de una manera més 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 osmético debido a la presencia de una
alta concentracion de sal. a) Las células mantienen altas concentraciones intracelulares de sal,
osméticamente o al menos equivalentes a la concentracién 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 presion osmética del medio es balanceada por solutos compatibles y no se requiere
de una adaptacién especial de los sistemas intracelulares (Bayley y Morton, 1978; Gonzélez-

Hernindez y Pena, 2002).

Halofilia

Aunque las sales se requieren para todas las formas de vida, los microorganismos haléfilos se
distinguen o clasifican por el requerimiento de condiciones hipersalinas para su crecimiento: los
haléfilos ligeros muestran crecimiento 6ptimo dentro de una concentracién de NaCl que oscila
entre 0.2 y 0.85 M (2-5%): los haléfilos moderados, crecen entre 0.85 y 3.4 M (5-20 %) de NaCl,
y por ultimo, los haléfilos extremos, crecen de 3.4 a 5.1 M (20-30%) de NaCl. En contraste, los
organismos no hal6filos sélo pueden crecer por debajo de 0.2 M de NaCl. Los organismos
halotolerantes son aquellos que pueden crecer en presencia y en ausencia de altas concentraciones
de sal. Muchos organismos haldfilos y halotolerantes pueden crecer dentro de un amplio margen
de concentracién 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 ion potasio, cation 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 catién intracelular més que el sodio (Na®), a pesar de
la similitud entre los dos cationes. Sélo existe una pequena diferencia en el radio iénico de estos
dos iones; el efecto sobre la estructura de las proteinas es similar (Yancey y cols., 1992). Sin
embargo, el K" ha sido seleccionado y mantenido como el catién regular dentro del medio
intracelular de muchos organismos, por lo que tiene una mayor compatibilidad con las funciones
celulares en comparacién con el Na*. Esto se apoya en las diferencias de las propiedades de
hidratacién de los dos iones, argumentando que las células han seleccionado el K para promover

la formacién del agua menos limitada, y por lo tanto més reactiva.

El transporte del potasio en la levadura

El K* es un componente indispensable para todas las formas celulares, y todas dependen de la
captacién, y eventualmente de la liberacién de K* para crecer y mantenerse. Es también conocido
que las células en la mayoria de los medios naturales contienen altas concentraciones de K* en su
interior, usando diferentes tipos de transporte del catién. Los primeros experimentos enfocados
para explicar el mecanismo de la captacién del K" en células eucariéticas (diferentes a las de
mamifero), mostraron que en las levaduras el K parecia ser intercambiado por protones (H")

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

Probablemente fue S. cerevisiae €l organismo en el cual se realizaron los primeros estudios
formales sobre el transporte de iones, en especial del K*. El grupo de Conway observé primero la
produccién de una gran cantidad de 4cido (H") por la levadura (Conway y O’Malley, 1946), y
realizé estudios orientados a definir el mecanismo del transporte del K, en los cuales observé
una relacién pricticamente estequiométrica de 1:1 entre la entrada de K y la salida de H" al
medio durante la fermentacién (Conway y O’Malley, 1946). Esto lo llevé 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 fisiolégico de K*, y se propuso una “bomba” que podia funcionar como
una bomba de protones que simultdneamente introducia 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 s6lo 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 mis que otros

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

La solucién del problema se abri6 a partir de los experimentos de Rothstein y Demis (1953),
quienes encontraron que la fermentacién se estimula en presencia de K* extracelular, y en otro
estudio, se encontr6 que la adicién de K™ también estimula la respiracién (Pefia y cols., 1969).
Mediante experimentos de transporte y aplicaciones cinéticas, también fue la levadura en la que
por primera vez se demostré la presencia de un acarreador de K* (Conway y Duggan, 1958;
Rothstein y Bruce, 1958), pero manteniendo la hipétesis de la existencia de un intercambiador
que transporta simultdneamente los H" al exterior y el K" al interior, ambos en contra de un
gradiente de concentracion inducido por la energia libre de las reacciones de 6xido-reduccién del

metabolismo celular (Conway y cols., 1950).

Algunos afios después, Pefia 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
electroquimico, 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
plasmatica de Neurospora crassa utilizando la energia libre de hidrélisis 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 (Pefia, 1975).

Los principales datos que apoyan la idea son las observaciones (Pefia y cols., 1972) de que el
pH alcalino del medio de incubacién sin K" estimula ambos procesos celulares (fermentacién y
respiracién), y que ésto se acompana de una salida ripida de H'; ademds de que la salida de H" se
acelera al agregar K*, pero sélo cuando el pH del medio es 4cido (4). Se encontré que tanto la
adicién de K* como el aumento del pH del medio producen una répida disminucién de los niveles
de ATP y un aumento de ADP y fosfato inorganico (Rothstein y Demis, 1953; Pefia, 1975). Dado
que el elemento comin es un aumento del bombeo de protones al exterior, de acuerdo con la
teoria quimiosmética 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 adicién del K, el potencial transmembranal, que impulsa al K* al interior, se abati4,
aumentando la actividad de la ATPasa y el bombeo de protones. En vista de que esta ATPasa se
estimula en medio alcalino, en €l cual no hay transporte de potasio sino sélo el bombeo de
protones, se propuso su existencia como una entidad separada, pero acoplada al transporte del K*

a través del potencial electroquimico.

También para demostrar que el transporte del K* implicaba dos sistemas diferentes, una
ATPasa de protones y un acarreador del cation, se utilizaron diversos inhibidores, entre los cuales
se encuentran las alquilguanidinas y algunos colorantes catiénicos, como la safranina, azul de
metileno, bromuro de etidio, entre otros (Pefia y Ramirez, 1975; Pefia, 1973; Pefia 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 sugirié que la
entrada de K* y la salida de H" se podian explicar en términos de la existencia de una bomba de

protones (Slayman y cols., 1973).

El potencial transmembranal y el transporte del K*

Mitchell postuld que el intermediario en la fosforilacién oxidativa era un gradiente de
protones creado a través de la membrana (Mitchell, 1961; Mitchell y Moyle, 1969). La idea
central de su hipétesis establece que la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias o
de las bacterias aerébicas estd acoplada a la sintesis de ATP mediante un potencial
electroquimico de protones AUH", que se crea a través de las membranas transductoras de energia
y es necesario también para mover los iones al interior de las mitocondrias (o las bacterias) en

contra del gradiente de concentracion quimica mediante sistemas de transporte especificos.

Otra de las contribuciones importantes de Mitchell consistié 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 electroquimico de H" lo utiliza para
sintetizar el ATP a partir de ADP y fosfato inorganico; propuso inclusive cambiar el nombre de

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

En experimentos con desacoplantes se observé que, con glucosa como sustrato, se inhibe €l

transporte del K* sin disminuir los niveles de ATP, y que su efecto depende de la direccion de los

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 7
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gradientes combinados de H" y K™ o del potencial electroquimico de la célula, de acuerdo con la
capacidad reportada para conducir H" a través de la membrana. Esto demostré la existencia de
una bomba de H" (H"-ATPasa), responsable de crear el potencial electroquimico que involucra
el transporte de potasio de una forma acoplada pero independiente (Pefia, 1975), de acuerdo con

la hip6tesis quimiosmética (Mitchell y Moyle, 1969).

Hay varios mecanismos para la formacién de los potenciales electroquimicos a través de las
membranas biolégicas. Desde luego que en la levadura el mas importante es el generado por el
bombeo de H' por la ATPasa de la membrana plasmatica, y se pueden cuantificar, segin el
mecanismo, por la teoria de Nernst o la de Donnan que permiten calcular la magnitud del

potencial o describir la relacién de concentracién de los iones.

Al acumularse el K, éste utiliza y por tanto disminuye el potencial de membrana formado
por el bombeo de H', permitiendo aumentar el gradiente de protones (ApH) y disminuyendo en

parte el gradiente eléctrico (Ay), cuyo valor atn se discute, pero que se estima en cerca de -200

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

La confirmacién de la H-ATPasa de la membrana plasmética como componente responsable
del bombeo de H" capaz de generar un gradiente electroquimico, provino de estudios con
mutantes de la levadura deficientes en la respiracién y con inhibidores de la ATPasa de
membrana plasmatica. Con estas mutantes de S. cerevisiae, Serrano (1980) observé que el
dietilestilbestrol y la diciclohexilcarbodimida (DCCD) inhibia la actividad de la ATPasa y el
bombeo de H" de una manera especifica, sin afectar los niveles de ATP celular ni la
permeabilidad de los protones; con lo que concluyé que la actividad de la ATPasa de membrana

plasmética estd implicada en el bombeo de protones en la levadura.

Posteriormente, se obtuvo una evidencia ms directa de la actividad del bombeo de H" por la
ATPasa de membrana plasmadtica 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 cols., 1982). En estos sistemas, el ATP se hidroliza del
lado externo de la membrana y la entrada de H" genera un potencial de membrana positivo en el
interior durante la hidrélisis. La naturaleza electrogénica del bombeo de H*, se demostré por la
transposicién de H™ que sélo tiene lugar en presencia del K* y el ion6foro valinomicina para

compensar las cargas.
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Finalmente, Serrano y cols. (1986), clonaron y obtuvieron la secuencia nucleotidica y de
aminoacidos 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 metabdlica celular se genera una diversidad de compuestos que tienden
a producir una acidificacion interna; por esta razén, la medida del pH interno es un tema de
importancia en el é4rea, ya que el pH determina distintas caracteristicas importantes de la
estructura y actividad de varias moléculas y procesos biolégicos (incluyendo los de transporte) y,
por lo tanto, del comportamiento general de las células. Si ademds, una buena parte de los
fenémenos de transporte de la levadura dependen de la actividad de una ATPasa que bombea H*
al exterior, es necesario tener informacién 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 investigacién han tratado de determinar los
valores y la respuesta del pH interno ante diferentes condiciones de incubacién. Asi, Pefia y cols.
(1972), reportaron que el pH externo influye de una manera directa en el pH interno, y si se afiade
glucosa como sustrato, el pH aumenta, gracias al bombeo de protones. Este dato fue confirmado

posteriormente mediante una técnica més precisa (Pefia y cols., 1995).

Por otro lado, el pH interno también depende del estado metabdlico de la célula y de las
diferentes condiciones de cultivo; pero a pesar de que existe una tendencia de la célula a
mantener la concentracién interna de H" dentro del intervalo de operacién éptima de varias
enzimas citopldsmicas (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, 1a produccién de dcido carbdnico y otros dcidos organicos débiles por

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

La regulacion del pH interno de la levadura

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

transposicién 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 4cidos débiles producto de su metabolismo. Esto ]levé ala
discusién sobre el papel regulador de la H™-ATPasa de la membrana plasmitica 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, podria decirse que si regula el pH interno; sin embargo, parece
tratarse mas bien de una capacidad de la enzima simplemente para bombear H", pero no a un
papel regulador propiamente dicho (Roos y Boron, 1981). El bombeo de H' por parte de la H-
ATPasa da lugar a que el medio externo se acidifique; pero en presencia de glucosa, que se
esperaria produjera valores mas bajos de pH que en presencia de etanol, por la produccién de
CO; y el acido carbénico derivado de su hidratacién, en realidad es mas alto (Conway y cols.,
1950., Lépez y cols., 1999). De esta manera, el bombeo de H" por la H*-ATPaéa de la membrana
plasmatica, en especial a valores altos de pH externo, o atn a pH bajos en presencia de K, da
lugar a una alcalinizacién del citoplasma, como resultado neto de la acumulacién de bicarbonato
(Pefia y cols., 1969, 1972). Resulta entonces que la ATPasa es mds bien la responsable de los

cambios, més que la reguladora del pH interno.

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

alcalinizacién 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 funcién de
expulsar al catién monovalente a cambio de H' y asi evitar la alcalinizacion exagerada del
citoplasma (Ramirez y cols., 1998). Otros grupos han propuesto intercambiadores con funcién
semejante como el considerado originalmente Na'/H", codificado por el gen Nahl (Bafiuelos y
cols., 1998). Se ha identificado otro intercambiador semejante en el interior celular (Nass y Rao,

1998). No obstante, el problema esta todavia 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 saturacién del tipo
Michaelis-Menten, lo cual indica la participacion 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 atin el Na* entra a la célula por el mismo transportador

que el K™,

El grupo de Borst-Pauwels (1973), encontré también una estimulacién del transporte de
cationes monovalentes por influencia de otros iones en el medio de incubacién, pero a
concentraciones muy pequefias. A partir de estos estudios, Haro y Rodriguez-Navarro (2002),
propusieron un modelo para el transportador del potasio, en el que el transportador introduce los
iones de dos en dos. En 1984, Rodriguez-Navarro y Ramos observaron que la cinética del
transporte varia significativamente dependiendo de las condiciones de crecimiento y ensayo. En
un sistema con células en crecimiento, la situacién es mas compleja, porque se manifiestan dos
sitios de interaccion o dos sistemas de transporte diferentes (Ramos y Rodriguez-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 M, que se presenta

cuando la concentracién de K* en el medio de crecimiento se reduce a S mM.

Estos sistemas de transporte no sélo 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 confirmé al clonar y secuenciar los genes

correspondientes, TRKI y TRK2 y obtener las mutantes respectivas (Ko y cols., 1990; Ko y
Gaber, 1991).

Serrano y Rodriguez-Navarro (2001), clonaron y secuenciaron el gen de la ATPasa de H”,
tipo P, codificada por PMAI (Fig. 1, No. 1) que energiza la membrana plasmatica, creando un
potencial transmembranal que probablemente varia entre -100 y -250 mV y un gradiente de pH
hasta de 2-4 unidades. El potencial de membrana impulsa la captacién de K" via los
transportadores Trklp y Trk2p (Fig. 1, No. 2) y por canales no selectivos de cationes de Na' y
K", lo cual se confirmé en plantas, pero no en las levaduras (Fig. 1, No 3). El Na* es expulsado
por otra ATPasa tipo P codificada por el gen ENAI (Fig. 1, No. 4) y por los antiportadores
electroneutros codificados por Nhal (Fig. 1, No. 5). La compartimentalizacién vacuolar del Na*
parece estar mediada por un antiportador Na'/H", codificado por el gen NHXI (Fig. 1, No. 6),
energizado por el gradiente de pH desarrollado por la H'-ATPasa vacuolar de tipo V, codificada
por el gen VMAI (Fig. 1, No. 7). Ademés se ha caracterizado un canal rectificador de K™ (Tokl1p)

que promueve la salida del mismo catién (Fig. 1, No. 8) (Bertl y cols., 1993).
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Figura 1.- Sistemas de transporte involucrados en el transporte de K* en la levadura (tomado y
modificado de Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001).

Armstrong y Rothstein (1964), Haro y Rodriguez-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 er. al; (1995) (Fig. 2, No. 1), ademds, describen la posible existencia de mecanismos que
actian cooperativamente para eliminar la acumulacién de este catién en el citoplasma, el primero

es la restriccién total del transporte de Na' (Fig. 2, No. 2), el segundo es la presencia de dos
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sistemas de transporte que regulan la salida activa de este catién por medio de la ATPasa de'Na"
6 K" (Fig. 2, No. 3) o el antiportador Na'/H" 6 K'/H* (Fig. 2, No. 4), finalmente, la

compartimentalizacién del Na* en la vacuola es catalizada por el antiportador Na*/H* (Fig. 2,
No. 5).

Na* 6 K*

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 halofilica que ademds de concentraciones elevadas de sal en el
medio, resiste el pH alcalino en el medio de crecimiento o de incubacién (Norkrans, 1968) sin
alteracion de sus principales funciones, la respiracién y la fermentacién (Neves y cols., 1997).
Norkrans y Kylin (1969) la estudiaron y encontraron que puede acumular concentraciones
elevadas de Na'. Ademds, puede realizar intercambios rdpidos de Na® por K*. Aunque sus
propiedades fueron estudiadas con la metodologia de hace muchos afios, y s6lo por algunos
grupos, existe cada dia mayor interés en ella, con miras a eventualmente producir halotolerancia

en otros organismos, incluyendo las plantas.

Para estudiar los mecanismos de adaptacién de un organismo halofilico, se deben definir los
que utiliza para contender con la alta osmolaridad de su habitat. En D. hansenii, uno de ellos,
consiste en la sintesis y acumulacién de moléculas orgédnicas pequefias, denominados solutos
compatibles como glicerol, arabinitol (Norkrans y Kylin, 1969), cuya funcién 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 mas rapido 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 **Rb*, en forma un tanto paradéjica, aumenta
con concentraciones moderadas de Na* en el medio. Estas levaduras, ademds, tienen interesantes

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

Thomé-Ortiz y cols. (1998) reportaron que el transporte de *2Na* en D. hansenii ocurre por un
mecanismo de difusién, pero esos resultados fueron obtenidos usando bajas concentraciones de
ese cation, lo cual representa la parte lineal del fenémeno de transporte debido a la baja afinidad

del sistema de transporte para este cation.

No obstante, existe poca informacién sobre la razén 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 energia, dado que se trata de una levadura con poca capacidad
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de fermentacién y mayor respiracion que S. cerevisiae. Es por esta razén 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 seria 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 halotoleréntes 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 caracteristicas.

Tomando en cuenta todos estos antecedentes, nuestro trabajo principal de investigacion
durante el doctorado se centrd en evaluar las caracteristicas del transporte del sodio y potasio en

D. hansenii., de acuerdo con lo siguiente:

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 15



IFC - UNAM / DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS JULIO/ 2004

Hipotesis

e D. hansenii cuenta con sistemas particulares de transporte de H™ o cationes que le

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

halotolerancia.

Objetivo general

e Caracterizar y definir la posible participaciéon de distintos transportadores en la
halotolerancia de D . hansenii.

Objetivos especificos

e Determinar las concentraciones internas de Na® y K* de D. hansenii en diferentes

condiciones de crecimiento y de incubacién.

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

diferentes condiciones.

i i e 86 2.+ s . s
e Definir las constantes cinéticas del transporte de ~ Rb y “'Na' en distintas condiciones de

cultivo y de incubacién después del cultivo.
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PARTE I

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 CBS1793 nos fueron proporcionadas amablemente por L.
Adler y H. Sychrova, respectivamente. S. cerevisiae levadura para panaderia 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 rehidratacion se realizé segin Pefia y
cols. (1992). Las levaduras se mantuvieron en cajas que contenian 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 preindculos de 100 ml en medio YPD sin sal (C) y con 0.6 M (Na06
0 K06); 1 M (Nal o K1); 2 M (Na2 o K2); y 3 M (Na3 o K3) de NaCl o KCl, respectivamente.
Los inéculos fueron cultivados a 30 °C durante 24 hrs. en un agitador magnético a 250 r. p. m.
Las c€lulas se cultivaron en condiciones similares pero durante 36 h y en un volumen de 500 ml y
se colectaron por centrifugacion y se lavaron dos veces con agua destilada, para ser resuspendidas
en agua a una concentracion final de 0.5 g/ml y mantenerlas en hielo durante el curso del mismo
dia para realizar los experimentos correspondientes. Algunos experimentos se realizaron
ayunando las células toda la noche durante 14 h en agitacién en un volumen de 250 ml de agua
ésteril y en agitacién. Al término de la incubacién, las células se centrifugaron y se lavaron dos

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

Crecimiento celular

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

espectrofluorémetro Shimadzu modelo UV-160A.

Determinacion del contenido intracelular de potasio y sodio

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

pusieron en un bafio a ebullicién (92°C) durante 15 min. Después de enfriar, la suspensién se
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centrifugd y se utilizaron diluciones apropiadas del sobrenadante para medir el K* eﬁ un
fotémetro de flama. También se midié el K* incubando 50 mg de células con 1 ml 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 determiné el contenido de potasio y sodio
en un fotémetro de flama Carl Zeiss PF5 37177, calibrado a 0 con agua desionizada y a 100 con
una solucién 1 mM de KCI 6 NaCl.

Las concentraciones internas de los iones se cuantificaron después de medir los valores del
agua interna, que se determinaron midiendo la distribucién de los is6topos radioactivos (**C-
Sacarosa y 3HZO). Esta distribucién se determiné en el sobrenadante obtenido de 500 ul de
células (0.5 g/ml), suponiendo la distribucién uniforme de *H,O 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 %, K1 = 39 %. El contenido interno de agua de S. cerevisiae
es de 47% (Pena y cols., 1967).

Sodio y potasio extracelulares

La salida de los cationes se midi6 en el medio de incubacién, después de incubar las células
(250 mg) en medio MES-TEA, 20 mM (pH 6) 6 BICINA-TEA, 20 mM (pH 8), glucosa 50 mM,
en un volumen final de 5.0 ml, a 30° C. La suspension fue centrifugada y se obtuvo el
sobrenadante para determinar el Na" y el K™ en un fotémetro de flama Carl Zeiss PF5 37177,

calibrado a 0 con agua desionizada y a 100 con una solucién 1 mM de KCl o NaCl.

Intercambio de cationes radioactivos

Las células de D. hansenii (Y7426) (1 gramo) se incubaron toda la noche (14 hrs), en 12 ml
de agua estéril, que contenfa 50 mM 2NaCl o 50 mM ®°RbCl; a la mafiana 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 *Na* y *Rb* se determiné en ausencia y presencia de
diferentes concentraciones de KCl 6 NaCl (0, 1, 10 y 100 mM), respectivamente. Se tomaron

alicuotas de 200 pl a intervalos de 30 seg; las muestras se filtraron en papel filtro de
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nitrocelulosa de un didmetro de poro de 0.45 pm, lavando dos veces con 5 ml de una solucién
10 mM KCI. Los filtros fueron secados y colocados en viales de centelleo, se agregé el cocktail

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

Transporte de *Na* y **Rb*

Las células (50 mg) fueron incubadas en un amortiguador 20 mM de MES-TEA (pH 6.0) 6
20 mM de BICINA-TEA (pH 8) y 50 mM glucosa. En los experimentos de acumulacién de los
isétopos, las concentraciones de *°Rb* o **Na* fueron de 20 mM y 40 mM, respectivamente.
Para los experimentos de la cinética del transporte de estos iones, se agregaron concentraciones
variables de *Rb* y *Na*. Se tomaron alicuotas de 200 pl a intervalos de 2 minutos y se
filtraron a través de un filtro de celulosa de 0.45 pum; se lavé dos veces con 5 ml de KCI 10
mM. Los filtros fueron secados y colocados en viales de centelleo, se agregé el cocktail de
centelleo y la radioactividad se midié en un contador de centelleo Beckman LS6500. Para
determinar los pardmetros cinéticos utilizamos la parte lineal de las curvas de cada condicién

experimental.
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Resultados

Se obtuvieron las curvas de crecimiento de D. hansenii en diferentes condiciones,
creciéndolas en YPD (C) y comparandolas con el mismo medio, al cual se le agregé 0.6 y 1 M
de NaCl (Na06 y Nal) o KCl (K06 y K1), respectivamente, que se puede considerar como un
estrés salino moderado, que se utilizé en todos los 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 KCI (K2 y K3),
respectivamente (Figura 3). Los resultados que obtuvimos de estas curvas son los siguientes: la
fase logaritmica en YPD persiste hasta las 20 h y en presencia de 0.6 y 1 M de NaCl y KCl tiene
una duracién aproximada de 15 h; en presencia de 2 y 3 M de las sales, la misma fase tiene una
duracién de 30 y 70 h, respectivamente. En la Tabla 1 se muestra que el tiempo de duplicacién
disminuy6 en las concentraciones de 0.6 y 1 M, tanto de KCl como de NaCl, pero se observa mas
claramente que el tiempo de duplicacion disminuye en presencia de 0.6 M de las sales presentes
en el medio de cultivo; al aumentar la sal en el medio, se observé que aument6 el tiempo de

duplicacién.

Se determind la concentracién interna de Na'y K™ en las diferentes condiciones (Tabla 2). Se
observé la capacidad de D. hansenii cultivada en 0.6 y 1 M de NaCl, de acumular
concentraciones elevadas de Na* y K*, mientras que cuando se le cultivé en K™ s6lo mostré altas

concentraciones de K*.

Para evaluar la existencia de un antiportador de catién/catién (Norkrans y Kylin, 1969), se
decidi6 determinar los cambios de las concentraciones internas de Na® y de K" durante la
incubacién de las células cultivadas en medio YPD sin sal y medios que contenfan 0.6 y 1 M de
KClI o NaCl, respectivamente. Las células crecidas con diversas concentraciones de sal de NaCl o
KCl se incubaron en presencia de 1 M de KCl o NaCl, respectivamente, con el catién opuesto y
se tomaron muestras cada 4 minutos. Se observé una salida inmediata del catién méds abundante
acumulado, acomparfiada por una captacién mas lenta del catién opuesto; en la Figura 4 y 5, el
tiempo -4 corresponde a la concentracién de Na* o de K* presente antes de la incubacién (Tabla
2).

M. En C. JUAN CARLOS GONZALEZ HERNANDEZ 20



IFC- UNAM / DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS JULIO/ 2004

Absorbencia -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (h)

Absorbencia -
nm

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo (h)

Figura 3.- Curvas de crecimiento de D. hansenii cultivada en ausencia y presencia de diferentes
concentraciones de NaCl (A) y KCI (B). Trazos representativos de tres experimentos.
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Tiempo de Duplicacion (h)
C 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
K1 2.67+0.076
K2 4.99 £0.039
K3 10.22 £0.102

Tabla 1.- Tiempos de duplicacién 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 estandar de n = 3.

C Na06 Nal K06 K1
Na'[mM]| 6.77+1.23 |143.79+2.61(236.70+7.34| 593+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. Concentracién 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 bafio de agua durante 15 minutos; la suspensién se
centrifugé y se utilizé el sobrenadante para medir Na* y K" en el fotémetro de flama. Los
resultados representan la media + el error estdndar de n = 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 NaCl. Se incubaron 0.5 ml de células (2.5 g) crecidas
en YPD en 100 ml de una solucién de 1 M del KCI o NaCl y 50 mM de glucosa. A los tiempos
indicados se tomaron alicuotas de 10 ml, que se centrifugaron. Las células se suspendieron en
agua e hirvieron 15 minutos en un bafio de agua. Las concentraciones de Na* (A) y de K™ (B) se
midieron por fotometria de flama en los sobrenadantes después de centrifugar las células. Los
resultados representan la media + el error estindar de n = 3.
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Figura 5.- Cambios en las concentraciones intracelulares de Na* y de K" de las células crecidas
en NaCl o KCl y después incubadas en la presencia de | M de KCI 6 de NaCl, respectivamente.
El procedimiento experimental es similar al de la Fig. 4. Los resultados representan la media + el
error estandar de n = 3.
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Cuando se incubaron las células cultivadas en medio YPD (Figura 4A y 4B) en presenci.:a de
1 M de KCI, mostraron al principio un aumento leve de K", que pronto se estabilizé alrededor de
125 mM, mientras que el Na* fue expulsado casi totalmente. Al incubar en presencia de 1| M de
NaCl, se observé una salida inmediata de K*, alcanzando aproximadamente una concentracién
de 50 mM, que luego permaneci6 estable; llegé a acumular hasta 25 mM de Na®, que permanecié
casi constante. Cuando las c€lulas crecidas en NaCl o KCl se incubaron en presencia del catién
opuesto (Figura 5A y 5B), se observé una salida ripida del Na® o el K* acumulados,
respectivamente. Sin embargo, esta salida del cation predominante no fue compensada por un
aumento inmediato equivalente del cation opuesto, que se incorporé a las células lenta y

constantemente en el caso de Na*, y mas rapido en el caso de K*.

Esta pérdida rdpida de los cationes acumulados también se observé al incubar las células
simplemente en solucién amortiguadora (pH 6 y pH 8), sin la adicién 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 répidamente el catién acumulado, ya fuera Na* o K*. A un pH
externo de 8, la salida de ambos cationes fue méas pequeiia, comparada con pH 6; esta diferencia

fue més clara y significativa en la salida de K™ que en la salida de Na".

Debido a los resultados anteriores sobre la salida rapida del catién predominante dentro de las
células, y la entrada lenta del catién opuesto, mis rapida para K*, estudiamos las caracteristicas
cinéticas de los sistemas del transporte, midiendo las velocidades iniciales del transporte de **Na*
y Rb* (como analogo de K*). Las constantes cinéticas se obtuvieron sélo para las células C,
Na06, y K06. Se observé 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 *Na* o ®Rb* 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 *’Na* fueron alrededor de diez veces mayores que los valores de Km para el **Rb" a
pH 6, y tres veces mayores a un pH 8; ¢) Los valores de Km para ambos cationes fueron mayores
a pH 8que a pH 6; d) es importante que el transporte de 8Rb* ocurrié con una afinidad casi tres

veces més a pH 6.0, comparada con pH 8. Para el

Na®, 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 *’Na* y *Rb"; g) Ademis, con las células crecidas en presencia de 0.6 M

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

pH Externo (6)
EXTERNO [mM INTERNO [mM
Na* K* Na* K*

C 1.46+0.11 0.81+£0.05 | 5.01%0.11 |152.19+0.05
Nal06 | 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+129 | 1.78+0.31 | 1054+ 1.29

K1 3.68 £0.10 73.33+£1.10 | 099+0.10 |112.97+1.10

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

C 274002 |1495+0.02 | 3.77£0.02 | 138+0.02
Nal06 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

K1 496+0.05 | 6643+0.07 | 1.01+0.05 |119.87+0.07

Tabla 3. Concentracién interna y externa de Na* y K* en D. hansenii en diferentes condiciones
de cultivo. Después del crecimiento, las c€lulas (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 30°C. La
suspensién se centrifugé, y se utilizé el sobrenadante para determinar el Na* y el K™ en el

fotémetro de flama. Los resultados representan la media + el error esténdar de n = 3.

Thomé-Ortiz y cols. (1998), reportaron que el transporte de *Na* en D. hansenii ocurre

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

concentraciones del catidn, lo cual representa la parte lineal del fenémeno de transporte debido a

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

concentracion de sustrato, dando una saturacién més clara del fenémeno de transporte.
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Figura 6.- Cinéticas del transporte de **Na* en D. hansenii cultivada en YPD, 0.6 M de NaCl o
KCl, incubada a pH 6 (A) 6 pH 8 (B). Se incubaron 50 mg/ml de las células en 20 mM de MES-
TEA (pH 6) 6 BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 2 ml), a 30°C. Después de
la incubacidn se agregaron concentraciones variables de 2NaCl; se tomaron alicuotas de 200 pul
de la suspension de células cada 2 min, como se describe en materiales y métodos. Los
paramétros cinéticos (Km y Vmax) se obtuvieron por un método de regresién no lineal. Los
resultados representan la media + el error estdndar de n = 6.
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Figura 7.- Cinéticas del transporte de **Rb* 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) 6 BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 2 ml), a 30°C. Después de
la incubaci6n se agregaron concentraciones variables de **RbCl; se tomaron alicuotas de 200 ul
de la suspension de células cada 2 min, como se describe en Materiales y Métodos. Los
paramétros cinéticos (Km y Vmax) fueron obtenidos por un método de regresion no lineal. Los
resultados representan la media + el error estindar de n = 6.
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%Rb*]  pH6 pH 8
Vmax | Km | Vmax | Km

Na06| 50 | 13| 94 |40
K06 | 30 [16]| 59 |53

“Na*| pH6 pH 8

Vmax | Km | Vmax | Km
C | 30 [106] 49 |158
Na06| 2.5 [12.0] 7.4 [20.0
K06 | 25 120 42 [12.3

Tabla 4. Parametros cinéticos del transporte de **Rb* y de **Na* 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 **Rb* y de
>Na* se realiz6 como se describié en Materiales y Métodos. (Vmax = pmoles: min'- g'; Km=
mM). Los resultados representan la media + el error estdndar de n = 6.

Puesto que no se observaron grandes diferencias en los pardmetros cinéticos, a excepcién de
las células crecidas en KCI, se midi6 luego la capacidad de la acumulacién de **Na* bajo las
distintas condiciones (Figura 8). Las células Na06 acumularon concentraciones mayores de este
catién, comparadas con C y KO06. Este comportamiento fue similar a pH 6 y 8. También se
determiné la capacidad de acumulacién de **Rb* (Figura 9); las células NaO6 acumularon mas
%Rb* que las células C, y estas mas que las células K06, pero este aumento era ligeramente
mayor, comparado con el del *Na*. También se observé que la acumulacién de BRb* fue més

rapida y mayor a pH 8, comparado con pH 6, en todas las condiciones de cultivo.
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Figura 8.- Acumulacién de **Na* en D. hansenii

cultivada en YPD, con 0.6 M de NaCl o KCI

incubada a pH 6 (A) 6 pH 8 (B). Se incubaron 50 mg/ml de las células en 20 mM de MES-TEA

®

H 6) 6 BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 2 ml), a 30°C. Se agregé
NaCl 40 mM. Se tomaron alicuotas de 200 ul de la suspensién de células en los tiempos

indicados como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media + el

error estandar de n = 6,
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Figura 9.- Acumulacién de %Rb* en D. hansenii cultivada en YPD, con 0.6 M de NaCl o KCI
incubada a pH 6 (A) 6 pH 8 (B). Se incubaron 50 mg/ml de las células en 20 mM de MES-TEA
(pH 6) 6 BICINA-TEA (pH 8), 50 mM de glucosa (volumen final 2 ml), a 30°C. Se agregé 20
mM **NaCl. Se tomaron alicuotas de 200 ul de la suspensién de células en los tiempos indicados
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media + el error
estandar de n = 6.
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Se realizaron también experimentos cinéticos para evaluar la competencia de 0 a 48 mM de
K* contra el transporte de 0.5 a 60 mM de **Na*. Las gréficas mostraron el comportamiento
hiperbélico caracteristico de una inhibicién no competitiva (datos no mostrados). Las Figuras
10A y 10B muestran las grificas 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 KO6) mostraron la misma inhibicién no competitiva. La Tabla 5A
presenta las constantes de la inhibicion obtenidas. Las células crecidas en YPD (C) mostraron una
disminucién de la constante de inhibicién 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 364 mM a pH 8, las células KO6 no mostraron a

ningtn pH cambios significativos en la constante de inhibicién (Tabla 5A).

También se realizaron estudios cinéticos para medir la competencia del Na* contra el
transporte de SRb* (Figura 11A y 11B ). La Figura 11 muestra las grificas de los dobles
reciprocos de las células cultivadas en medio YPD (C) a pH 6 y 8. En los experimentos se midid
el transporte de 0.5 a 20 mM **Rb* en presencia de 0 a 48 mM de NaCl. La inhibicién del Na*
fue también no competitiva en las células C, Se observé una disminucién de la constante de
inhibicién a pH 8, con respecto a pH 6 (72.3 a 27.3 mM). Con las células Na06, no se observé
ningln cambio para la constante de la inhibicién, y para las células K06 sélo una ligera

disminucién de la Ki para Na* de 42.7 a 33.8 mM (Tabla 5B).

Para investigar la posible existencia de un intercambiador K*/Na* (Norkrans, 1968; Norkrans
y Kylin, 1969; Thomé y cols., 1998); se determiné la salida de *Na* y de **Rb* (pH 6 y pH 8) en
presencia de KCI y de NaCl, respectivamente (0, 1, 10, 100 mM). En las Figuras 12 y 13 sélo se
muestra la salida de *Na* y de *Rb* a pH 6, pero a pH 8 se observé un comportamiento de
captacién y expulsiéon de iones similar a pH 6, respectivamente. Las células cultivadas en
presencia de las sales (Na06 y K06), durante la incubacién (14 h) acumularon maés %Rb*, en
comparaci6n con 22Na*, las células incubadas con *Na* 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 (NaO6 y KO06), acumularon aproximadamente el doble de %Rb*, en
comparacion con las células cultivadas en YPD (C). Después de cargar las células durante una
noche, se evalud la salida del is6topo radioactivo acumulado, en ausencia o en la presencia de
diversas concentraciones del KCl y del NaCl (0, 1, 10, 100 mM); la salida fue rdpida y similar en

todas las condiciones experimentales (Figuras 12 y 13).
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Figura 10.- Cinéticas de la inhibicién del transporte *Na* 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) 6 BICINA-TEA (pH 8), a 30°C (volumen final 2 ml). Se agregaron
concentraciones variables de KCI: J =control; O =1 mM; A = 12 mM; V =24 mM; O =48
mM of KCI. Se tomaron alicuotas de 200 ul, que se filtraron y lavaron con 10 ml de KCl, tal
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media + el error
estidndar de n = 6.
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A | pH6 | pHS
Ki [mM] |Ki [mM]

C | 565 | 414

Na06| 713 | 36.4

K06 | 563 | 52.5

B | pH6 | pHS
Ki [mM] |Ki [mM]

C | 723 | 273

Na06| 356 | 35.6

K06 | 427 | 33.8

JULIO/ 2004

Tabla 5. Paramétros cinéticos de inhibicién del transporte de 2Na* (A) y 8Rb* (B) en D.
hansenii cultivada en diferentes condiciones experimentales e incubada a pH 6 y 8. Se analizé la
compencia de 0 a 48 mM de KClI, contra el transporte de 0.5 a 60 mM de **Na*. También se
estudi6 la competencia del NaCl para el transporte de 0.5 a 20 mM de **Rb* en la presencia de 0
a 48 mM de NaCl. Los experimentos se realizaron a pH 6 (20 mM MES-TEA) o pH 8 (20 mM
BICINA-TEA), 50 mM de glucosa. Se tomaron alicuotas de 200 ul, que se filtraron y lavaron tres

veces con 10 ml de KCI, tal como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados
representan la media + el error estdndar de n = 6.
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Figura 11.- Cinéticas de la inhibicién del transporte **Na* por K* a pH 6 (A) 6 pH 8 (B) en D.
hansenii cultivada en YPD. Se incubaron 50 mg/ml de las células en 20 mM de MES-TEA (pH
6) 6 BICINA-TEA (pH 8), a 30°C (volumen final 2 ml). Se agregaron concentraciones variables
de KCI: LI =control; O =1 mM; A =12 mM; V =24 mM; O =48 mM of KCI. Se tomaron
alicuotas de 200 ul, que se filtraron y lavaron tres veces con 10 ml de KCI, tal como se describe
en Materiales y Métodos. Los resultados representan la media + el error estdndar de n = 6.
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Discusion 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 NaCl
6 de KCl que en ausencia o en una concentracién més alta de la sal, conviniendo que D. hansenii
se puede considerar como una levadura haléfila moderada (Prista et al., 1997). Este crecimiento
se acompaiié de la acumulacién de altas concentraciones de K™ y de Na* en las células cultivadas
en presencia de esta sal, indicando que el mecanismo de la adaptacién no implica una capacidad
particular de expulsar el Na*; muy probablemente existe una resistencia intrinseca a los efectos
toxicos de este cation, 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
catiobn opuesto, perdieron rapidamente una buena parte del catién acumulado durante el
crecimiento, y la acumulacién simultdnea del catién opuesto fue mucho menor, y més 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*
6 K™ acumulado durante el crecimiento fue mucho mayor y més rapida para ambos cationes, que
la entrada del catién opuesto. Estos resultados permiten sugerir que esta levadura puede tener un
canal i6nico que permite la salida rdpida de cualquier catién 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 observé también en ausencia del catién opuesto. Este canal
propuesto de cationes, también parece ser no especifico, puesto que promueve una salida similar
de ambos cationes. Aunque no puede eliminarse la existencia de un intercambiador H'/catién, la

magnitud de los cambios parece favorecer la existencia de un canal i6nico.

También los experimentos realizados con las células cargadas con **Na* o **Rb* demostraron
que, al incubar con concentraciones variables de Rb* o Na® (el catién opuesto), no se observé el
aumento esperado de la salida del catién radiactivo por la presencia del opuesto, y la salida fue
rapida, y practicamente similar en ausencia o presencia de concentraciones variables del cation

opuesto.
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Debe precisarse que al mismo tiempo que ocurre la salida, los sistemas de la captéci(’)n
funcionan para capturar el o los cationes presentes en el medio. Dado que el sistema para el
transporte del cati6n tiene una afinidad mucho més alta para K, este catién se incorpora a las
células més rapido 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 c€lulas crecidas en NaCl e incubadas en la presencia de K™, el
fenémeno era similar, pero en este caso la entrada de K* fue mas répida y mayor, debido a la
mayor afinidad del uniportador monovalente del transporte hacia el K'. Esto se apoya en los
parametros cinéticos obtenidos para el transporte de Na* o de *Rb", que mosiraron una afinidad
mucho mayor para este tltimo; debe considerarse que aunque el Rb" suele utilizarse como
analogo del K, su afinidad para muchos sistemas biolégicos, incluyendo el sistema del transporte

del catién del . cerevisiae es alrededor de la mitad de la del K™ (Armstrong y Rothstein, 1964).

Es importante mencionar que en este trabajo, se encontré que el transporte de *Na* es
saturable, y no tiene lugar por difusién, segin lo reportado antes (Thomé-Ortiz y cols., 1998); la
razén radica en que en los experimentos reportados por Thomé-Ortiz y cols. (1998), se utilizaron
concentraciones bajas del cation, dentro de la parte lineal del fenémeno de transporte debido a la
baja afinidad del sistema de transporte para este catién, y ello proporcioné la idea falsa que el

transporte de este cation ocurre por una difusién simple.

Los valores respectivos de la Km para el transporte de **Na* o de **Rb* no mostraron
cambios grandes dependientes de las condiciones del crecimiento de las células, indicando que en
todos los casos el sistema del captacion seguia siendo igual, los cambios observados en la
captacion de Na* o de K* se debe probablemente al nimero de los uniportadores presentes en la
membrana plasmadtica de la célula. Otro aspecto importante es que, en S. cerevisiae, los valores
de Km para la captacién de K™ no mostraron cambio de pH 5 a 8 (Armstrong y Rothstein, 1964),
mientras que en nuestros experimentos los valores de Km para **Rb* mostraron un aumento casi
tres veces de pH 6 a 8. Este cambio fue menor, pero atn reproducible para la captacién del *Na®.
Debe también precisarse que el valor de Vmax para el transporte de "°Rb* aument6
perceptiblemente para las células crecidas en la presencia del NaCl de 0.6 M, y esto se observé en
ambos valores de pH, indicando la posibilidad que durante el crecimiento bajo estas condiciones,

D. hansenii puede aumentar la sintesis del transportador.
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Los valores respectivos de Km y de Vmax para el Na* y el Rb", y atin més, para el K*, son sin
duda la razén por la cual los cationes se acumulan con diferente velocidad y magnitud en las
c€lulas crecidas en la presencia del NaCl o del KCI al incubarlas en la presencia del catién
opuesto (K" o Na®, respectivamente (Figs. 4 y 5). Sin embargo, a las concentraciones mds altas de
los cationes usados en estos experimentos, sigue siendo posible que otro de los sistemas de
transporte o factores menos especificos, puedan funcionar, como se ha propuesto para S.
cerevisiae (Madrid y cols., 1998). Ademads, al medir la acumulacién de **Na* y de "Rb", los
resultados concuerdan con los esperados, segiin los valores de Km y de Vmax. Otro tanto se

observé en cuanto a las concentraciones de *’Na* y de **Rb* 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 regulacion del pH interno de la célula, es dificil imaginar cémo puede estar
implicado en la captacién de cantidades considerables de K* o de Na*, puesto que las cantidades
de estos cationes que se importardn en la célula por este mecanismo, estarian limitadas por los
protones disponibles dentro de la célula. También, Almagro y cols. (2001), reportaron que un
intercambiador de cation/H" no es el mecanismo principal implicado, apoyandose en el hecho de
que D. hansenii crece a un elevado valor de pH (cerca de 8) y alta concentracién de Na*
(Almagro y cols., 2001).

Un mecanismo propuesto para explicar la toxicidad de Na* en §. cerevisiae es la captacion de
este catién con su inhibicién competitiva de la captacién de K*, conduciendo al agotamiento de
K" en la célula y a un nivel creciente del sodio (Gémez y cols., 1996). Bajo nuestras condiciones
experimentales encontramos una inhibicién no competitiva del transporte de K* por el Na* y
viceversa. También, las constantes de la inhibicidn para ambos cationes fueron significativamente
mayores que sus valores de Km; esto podria ser debido a la implicacién de dos diversos sitios de
unién para el catién, a los cuales el inhibidor del catién 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 adicién de Na* o de K, y de una manera similar para ambos cationes (Thomé-Ortiz vy

cols., 1998).
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No pudimos confirmar los datos divulgados por Prista y cols. (1997), que encontré que el
transporte de K* (**Rb*) se favorece ante la presencia de 50 mM de NaCl; se realizaron
experimentos en los cuales la acumulacién *Na* se evalué un amplio margen de concentraciones
de KCI (1-160 mM), y también se cuantificé el transporte de %Rb* en presencia de diferentes
concentraciones de NaCl que variaron de 1 a 160 mM. Siempre la acumulacién de **Na* y de

%Rb* fue inhibida en la presencia de cada concentracién del catién opuesto.

Podemos concluir, sin eliminar absolutamente la presencia de un intercambiador catiéon/H",
que estos experimentos permiten proponer que el mecanismo mas probable para la salida rédpida
de K" o de Na" es un canal i6nico. Los cambios subsecuentes en el contenido de los iones de D.
hansenii incubada con el catién 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 més

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 halofilica, dado que crece mejor en presencia de NaCl o KCl 0.6
M que en un medio sin sales agregadas. Acumula altas concentraciones del catién que se agrega
al medio. Muestra una alta capacidad para expulsar los cationes acumulados, probablemente por
la existencia de un canal iénico, aunque no se puede descartar la participacién menor de un
intercambiador catién/H'. El sistema de transporte de los cationes monovalentes al interior es
més 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 *’Na* que casi igualan la acumulacién del **Rb*. El
sistema de transporte parece ser impulsado por el componente eléctrico del gradiente
electroquimico. Las condiciones del cultivo tienen una influencia importante sobre el pH interno
de las células. La adicién de concentraciones cada vez mayores de sales, produce una

disminucién 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 plasmadtica y genera un potencial transmembranal y un gradiente de
pH (Serrano, 1980); el potencial de la membrana conduce a la captacién de Na* o de K* via uno o
mds 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 (Baiiuelos y cols., 2001) y cuya existencia parece ser real en D.

hansenii (Rodriguez-Navarro, 2000; Thomé-Ortiz y cols., 1998).

Finalmente, la adaptacién 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 metabdlicos que le permiten funcionar ante las altas concentraciones de este cation que
acumula. Como ya se menciond, otra posibilidad es que acumule el Na* captado del exterior en

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

H-I-

Figura 14.- Modelo propuesto para los sistemas de transporte para el Na* y K™ en D. hansenii. 1.
ATPasa de H, tipo P; 2. Esta ATPasa energiza la membrana plasmética, creando un potencial
transmembranal y un gradiente de pH de 2-4 unidades. El potencial de membrana impulsa la
captacién de Na* o K* via 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 catién/H" electroneutro.
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Perspectivas

e Caracterizar el canal no selectivo propuesto en esta levadura.

e Utilizar inhibidores de canales para Na' y K" y evaluar la actividad relativa del

antiportador catién/cation.

e Determinar el transporte de cloro en esta levadura.

e Disefiar experimentos de biologia molecular, e identificar si los genes que en otras
levaduras estdn involucrados en la tolerancia a la sal (ENAI, ENA2, TRK, HAK]I), se

expresan en €sta levadura que tiene caracteristicas peculiares de transporte de sodio y

potasio.

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

en la determinacion de metabolitos de la glucélisis y actividades de enzimas glucoliticas.

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

la regulacion de la via glucolitica y metabolismo de carbohidratos.
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RESUMEN. El término haléfilo 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 categoria de microor-
ganismos pertenece una amplia diversidad de microorganismos, tan-
to procariontes como eucariontes. Los organismos hal6filos cuentan
con estrategias que les permiten enfrentar al estrés osmético: man-
tienen altas concentraciones intracelulares de sal y sintetizan solutos
compatibles que les permiten balancear su presién osmética. Descri-
bimos las caracteristicas de algunos organismos haléfilos y Debar-
yomyces hansenii (levadura haléfila), que les permiten resistir altas
concentraciones de sal.

En la actualidad est4 creciendo el interés por conocer mejor la gran di-
versidad de microorganismos haléfilos y cada vez es mayor el nimero
de investigaciones relacionadas con el tema ya que estos organismos
producen una amplia variedad de metabolitos secundarios estables que
pueden tener aplicaciones précticas. En esta revisién se describen algu-
nos de los mecanismos con los que cuentan algunos microorganismos
haldfilos para resistir la elevada concentracién de NaCl.

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

INTRODUCCION

Los microorganismos haléfilos 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 metabdlicas de una manera mas eficaz
en presencia de altas concentraciones de sales que en su au-
sencia. Existe una amplia diversidad de estos microorganis-
mos tanto en el phylum procarionte como en el eucarionte;
estos microorganismos tienen la capacidad de balancear su
presién osmética en relacién con el medio y resistir los efec-
tos nocivos de la sal. Dentro de los microorganismos halofi-
los hay una gran variedad de heterétrofos y metandgenos en
el phylum Archaea, adaptados para resistir altas concentra-
ciones de NaCl, mediante una serie de mecanismos molecu-
lares, tales como enzimas que mantienen su actividad a con-

* Depanamento de Genética Molecular, Instiluto de Fisiologia Celular. Universidad Na-
cional Auténoma de México. CP 04510, AP 70-242, México D. F. Tel. 5622-5633
FAX 5622-5630.

ABSTRACT. The term halophile is used for all those organisms be-
longing to hypersaline habitats; they constitute an interesting class
of organisms able to compete successfully in salt water and to resist
its denaturing effects. A wide diversity of microorganisms, prokary-
otic and eukaryotic belong to this category. Halophile organisms
have strategies allowing them not only to withstand osmotic stress,
but also to function better in the presence of salt, in spite of main-
taining high intracellular concentrations of salt, partly due to the
synthesis of compatible solutes that allow them to balance their os-
motic pressure.

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

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

centraciones elevadas de sal, membranas plrpura que permi-
te el crecimiento fotétrofo, sensores como rodopsina que re-
gulan la respuesta fototdctica y vesiculas de gas que pro-
mueven la flotacién de las células.*> Los microorganismos
haléfilos estdn ampliamente distribuidos en los medios hi-
persalinos (en zonas dridas hipersalinas, costas, diferentes
profundidades del agua de mar, etc.).*> En los haléfilos eu-
cariontes hay microorganismos fotosintéticos, litétroficos y
heterétroficos.®?

Dado que las membranas biolégicas son permeables al
agua, las células no pueden mantener la actividad del agua
de su citoplasma mds alta que su alrededor; porque ello las
puede llevar a perder agua hacia el medio que las rodea.>?
Por consiguiente, se puede esperar que un microorganismo
que vive en altas concentraciones de sal mantenga su cito-
plasma al menos isosmético con el medio extracelular. La
presencia de una presién de turgencia requiere un citoplas-
ma hiperosmético, con la posible excepcién de los Halo-
bacteriales, del phylum Archae,'’® donde todos los micro-
organismos haléfilos mantienen una presién 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 osmético debido a la
presencia de una alta concentracién de sal. i) Las células
mantienen altas concentraciones intracelulares de sal, os-
méticamente o al menos equivalente a la concentracién 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-
sién osmética del medio es balanceada por solutos compati-
bles, y no se requiere de una adaptacién especial de los
sistemas intracelulares.'?

La estrategia “salt-in" es utilizada por dos grupos filo-
genéticamente no relacionados: Los aerdbicos extremada-
mente haléfilos del phylum Archaea, del orden de los Ha-
lobacteriales,'*®' y las bacterias anaerébicas hal6filas del
orden de los Haloanaerobiales.'*’'?® Es interesante que no
se ha identificado ningiin soluto orgdnico osmoprotector en
los organismos representativos de estos grupos, y en la ma-
yoria 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 composicién ié-
nica del citoplasma suele diferir grandemente de la del me-
dio, que la mayoria de las veces contiene NaCl como prin-
cipal componente salino. El medio intracelular se
caracteriza por la presencia de concentraciones molares de
K(C].9h127.128

En las células que usan la estrategia salt-in para la adapta-
cién osmdtica, 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 enzimadtica intracelular. Se ha observado que
los organismos halé6filos muestran adaptaciones molecula-
res, dentro de las cuales existe un exceso de aminodcidos
con cardcter dcido y pocos aminodcidos hidrofébicos en sus
proteinas.®

En otros microorganismos haléfilos y halotolerantes, el
balance osmético se establece mediante pequefias 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 adaptacién de
ciertas proteinas a esos solutos. Los solutos compatibles se
definen como solutos que a altas concentraciones permiten
a las enzimas funcionar eficientemente.?® Convencional-
mente las enzimas parecen funcionar en presencia de con-
centraciones molares de solutos. Hay una gran diversidad
de solutos compatibles que se han encontrado en los micro-
organismos haléfilos y halotolerantes, dentro de los cuales
encontramos algunos polioles, como el glicerol y arabini-
tol, azdcares y sus derivados (sacarosa, trehalosa, glucosil-
glicerol), aminodcidos y derivados de aminas cuaternarias
como la glicina betaina. Los solutos compatibles son tipi-
camente componentes de bajo peso molecular, altamente

solubles en agua, sin carga o con propiedades zwitteridni-
cas a un pH fisiol6gico. Ciertamente algunos solutos com-
patibles son mds eficientes que otros en la proteccion de las
enzimas contra los efectos de altas concentraciones de sal y
otros tratamientos de estrés.’*5

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

Los microorganismos estdn sujetos a diferentes condi-
ciones fisioldgicas de estrés y variaciones del ambiente.
Para contender con los efectos daiiinos del estrés, las célu-
las han desarrollado respuestas moleculares rdpidas para
evitar los dafios y protegerse de las diferentes formas de
estrés. La respuesta mejor caracterizada es la sintesis de
proteinas, conocidas como las proteinas de estrés. Aunque
los mecanismos postraduccionales juegan un papel impor-
tante en la regulacién de la respuesta ante el estrés, la in-
vestigacién en esta drea se ha enfocado principalmente a
nivel de la transcripcién, donde se han identificado y carac-
terizado diversas vias de transduccién y factores de trans-
cripcién que responden al estrés. !

Existe evidencia de la presencia de levaduras como cons-
tituyentes de poblaciones microbiolégicas marinas, que se
han aislado de diferentes profundidades y en diferentes zo-
nas por diferentes técnicas bésicas de microbiologia.'”

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

La informacién disponible sobre la tolerancia al NaCl
por parte de las levaduras, no se limita a las levaduras ma-
rinas. La mayoria de las levaduras, independientemente de
su hdbitat normal, son capaces de crecer en las concentra-
ciones de NaCl que se encuentran en el agua de mar.'”

En esta revisién se mencionan los avances y las perspec-
tivas sobre el estudio de las estrategias de adaptacién de al-
gunos microoorganismos haléfilos, y al final sefialaremos
los avances en el estudio de la levadura marina Debaryomy-
ces hansenii, microorganismo haléfilo, con el cual trabaja-
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mos en nuestro grupo de investigacién realizando un estudio
de la resistencia que tiene al estrés salino y alcalino.

HALOFILIA

Aunque las sales se requieren para todas las formas de
vida, los microorganismos haléfilos se distinguen o clasifican
por el requerimiento de condiciones hipersalinas para su cre-
cimiento: los haléfilos ligeros muestran crecimiento 6ptimo
dentro de una concentracion de NaCl que oscila entre 0.2 y
0.85 M (2-5%): los haléfilos moderados, crecen entre 0.85 y
3.4 M (5-20 %) de NaCl, y por tltimo, los haléfilos extremos,
que crecen de 3.4 a 5.1 M (20-30%) de NaCl. En contraste,
los organismos no haldfilos sélo pueden crecer por debajo de
0.2 M de NaCl. Los organismos halotolerantes son aquellos
que pueden crecer en presencia y en ausencia de altas concen-
traciones de sal. Muchos organismos haléfilos y halotoleran-
tes pueden crecer dentro de un amplio margen de concentra-
cién de sal, con requerimiento o tolerancia para algunas sales,
dependiendo del medio y de los factores nutricionales.*?

REPUESTA GENERAL AL ESTRES

La respuesta transcripcional hacia los cambios en el me-
dio y condiciones de estrés es uno de los principales t6pi-
cos de la investigacion bdsica y la aplicada. Desde un pun-
to de vista bdsico, para entender estas respuestas es
importante saber como se identifica y se traduce la seiial de
estrés hacia el nicleo, para identificar los genes que se in-
ducen bajo las condiciones de estrés, y finalmente para es-
tablecer las consecuencias fenotipicas de esta induccién en
la tolerancia al estrés. S. cerevisiae es uno de los organis-
mos en que mds se han aplicado los avances genéticos a ni-
vel molecular, como un modelo para estudiar las respuestas
al estrés, con miras a utilizar esta informacidn para aislar y
caracterizar proteinas relacionadas con el estrés en euca-
riontes y disefiar estrategias para aumentar la resistencia al
estrés en organismos de interés industrial.>!

La exposicién de las levaduras a una forma de estrés les
proporciona la habilidad de resistir no sélo una sino varias
condiciones de estrés;*® 132171 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 aziicar en la produccién de
levadura de panadero.!52:107.153.159.166,167 Egtas observacio-
nes indican que la levadura tiene un mecanismo global que
adquirié para resistir las diferentes condiciones de estrés,
que se ha denominado respuesta general al estrés “general
stress response”,107:153.159

La idea general de la respuesta general al estrés surge
como un sistema que regula la induccién coordinada de
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muchos genes de estrés a través de un elemento comtin cis
en su promotor (conocido como elemento de respuesta al
estrés, STRE). El STRE se induce por diferentes cambios
de ambiente o estrés metabdlico y la activacidn transcrip-
cional se regula a través de este elemento, resultando en la
adquisicién de un estado de tolerancia hacia alguna condi-
cién de estrés.”!

Por otra parte, un gran nimero de genes responsables del
estrés son controlados por los elementos de respuesta al es-
trés (STREs), via la regulacion transcripcional de Msn2p y
Msndp.'10157 Los STREs se encontraron por andlisis de
computadora en varios promotores de las levaduras!'»!70 y
asi, en una mutante carente de MSN2 y MSN4, se encontrd la
expresion alterada de aproximadamente 150 genes,36:60.146

Notablemente, no todos los genes que se expresan bajo
estrés estdn fuertemente afectados en Msn2p y Msndp.
Msn2p y Msndp pueden controlar muchos genes indirecta-
mente; alternativamente, los dos factores pueden ser capa-
ces de unirse a diferentes elementos en el promotor; por
ejemplo, en conjuncién con otros factores se ha demostra-
do que la mayoria de los genes son controlados directa-
mente por Msn2p y Msn4p conteniendo diversos STREs
cercanos. '3 Necesariamente se requiere de mds trabajo
para comprender la organizaci6n de los promotores contro-
lados por Msn2p y Msn4p.

Se ha mostrado que los cambios de la osmolaridad del
medio afectan diferentes vias de sefializacién; el sistema
que mejor se ha caracterizado es la via 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.?* La
incapacidad de las mutantes de HOG para adaptarse a un
medio de alta osmolaridad y el conocimiento de la funcién
de los genes cuya expresion se estimula via HOG, confir-
man que el papel celular de esta via es orquestado en una
significativa parte de la respuesta transcripcional de las cé-
lulas de levaduras hacia una alta osmolaridad. La via HOG
también regula efectos postraduccionales y de los sistemas
de osmorrespuesta mds entendido en los sistemas eucario-
ticos. Se ha encontrado que ante un cambio osmético, la
proteina cinasa A (dependiente de cAMP) modifica la ex-
presion de genes.'?® La proteina 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 osmético. Aunque no
se conoce el mecanismo por el cual se controla la proteina
cinasa A por el estrés, se cree que no actia directamente
para responder a los cambio osméticos.198:153.159

ViA DE LAS MAP CINASAS

Las MAP cinasas son unidades de sefialamiento en apa-
riencia altamente conservadas en los sistemas eucariéticos,
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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 vias de las MAP cinasas controlan el creci-
miento celular, morfogénesis, proliferacidn y respuestas al
estrés y estdn involucradas en muchos procesos en algunas
enfermedades. Existen diversas revisiones acerca de las
vias de MAP cinasa; sin embargo, la parte central de la via
de MAP cinasa es que existen tres clases de proteinas cina-
sas, una Map cinasa (MAPK), una MAP cinasa cinasa
(MAPKK 6 MEK), y una MAP cinasa cinasa cinasa (MA-
PKKK 6 MEKK) (Fig. 1). La proteina MAPKKK activa
por fosforilacién 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 sélo por un aminodcido (Tre/Ser-
X-Tir). Este sitio de fosforilacién se localiza en el dominio
catalitico; la fosforilacién dual sobre la treonina y tirosina
es necesaria para la activacién de la MAPK. Tipicamente
la fosforilacidn estimula la transferencia de la MAPK del
citosol hacia el niicleo, donde esta fosforila sobre el blanco
serina/treonina, seguido de una prolina. Sin embargo, una
porcién de la MAPK aparentemente activa se encuentra en
el citoplasma para regular los efectos postraduccionales.
La activacién de MAPKKXKSs puede ocurrir por la fosforila-
cién a través de una proteina cinasa o por la interaccién
con otras proteinas, un proceso que puede involucrar pe-
queiias proteinas G.

Los mecanismos de activacién y sistemas sensoriales que
preceden a las vias de MAP cinasa son diversos y pueden
incluir un receptor de tirosina cinasa (en los sistemas de ani-
males), receptores acoplados a la proteina G, sistemas de
fosforilacién y otros. Las diferentes vias de MAP cinasas
forman sistemas de sefialamiento interactivo. Por una parte,
una MAPKK cinasa puede controlar diferentes MAPK,
como se observa en las levaduras. Diferentes vias con en el
mismo organismo comparten cinasas; especialmente en los
eucariontes superiores, aunque en las levaduras, esta situa-
cién resulta ser un sistema complejo en las vias de sefializa-
cién. La presentacién del sistema de MAP cinasas como una
via lineal como se muestra en la Fig. | para explicar la no-
menclatura, es realmente una simplificacién del sistema; las
vias de MAP cinasas estdn controladas negativamente por
proteinas fosfatasas que actiian 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
DE LA VIA HOG

Recientemente se ha obtenido mds informacién acerca
de las proteinas que regulan las respuestas transcripciona-
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les en la via HOG; como una complicacién adicional, exis-
ten pocos genes donde la estimulacién por el estrés osmati-
co sea exclusivamente controlada por la via HOG; median-
te andlisis de la expresién global de genes se han
identificado sistemas de expresién simple.50:137:146 Sko1/
Acrlp, Hotlp, y probablemente Msn2p y Msn4p, asi como
Smplp estdn implicados en la transcripcién dependiente de
HOG. Todos estos factores pertenecen a diferentes fami-
lias de reguladores transcripcionales. También se sabe que
bajo choque osmético los genes dependientes de Msn2p/
Msn4p requieren de la via HOG para su induccién pero lo
que no se conoce es si esto es debido al control directo de
Msn2p/Msndp o por Hoglp.!s8

Skol/Acrlp, por otra parte, son ambos represores'*+140
y activadores,'*” cuya funcién represiva estd controlada
por Hoglp directamente.'*! Hotlp es una protefna que re-

Receptor / sensor
Usualmente ubicado en la
membrana plasmatica

Proteinas G /
Sistemas de fosforilacion

Activacion de PAK cinasa

MAP cinasa cinasa cinasa
MAPKKK

MAP cinasa cinasa
MAPKK

MAP cinasa
MAPK

Factor de transcripcion

Figura 1. Nomenclatura de proteinas en la via de MAP cinasas. Las fle-
chas solamente indican el sentido de la via; los complejos de las protei-
nas especificas son comunes y requeridos para la transmisin de sefales.
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cluta la Hoglp cinasa como blanco de los promotores.8!45
Smplp es un factor recientemente identificado, el cual es
fosforilado por Hoglp y contribuye en la expresién de al-
gunos genes. '3

Existen observaciones que indican que bajo estrés os-
mético la translocacién de Msn2p y Msn4p hacia el ni-
cleo es necesaria pero no suficiente para la estimulacién
de genes. Después de todo, el andlisis global de la expre-
sion revela una marcada correlacién entre Msn2p/Msn4p,
asi como entre los genes dependientes de Hoglp.'*6 Esen-
cialmente la expresion de genes después de un choque
térmico disminuye en mas del 75% en mutantes msn2A4
msn4A y también en una mutante hoglA. Por otra parte,
hay muchos genes cuya expresién disminuye fuertemente
en una mutante hogImsn2A4 , pero que no se afecté por la
eliminacién de MSN2 y MSN4,'# congruente con el he-
cho de que Hoglp regula la respuesta transcripcional a
través de diversos mecanismos. Mientras que esta obser-
vacion se basa esencialmente en dicha correlacién, es
bien conocido desde hace varios afios que la induccién
osmética de STRE requiere de la via HOG.!19!38 La loca-
lizacién de Msn2p/Msn4p no se afecta en una mutante
hoglmsn2A . Esta observaciéon pueden indicar que Hoglp
controla la actividad nuclear de Msn2p y Msn4p después
del choque térmico. Sin embargo, también se observé que
aunque la eliminacién de MSN2 y MSN4 reduce dréstica-
mente la expresién de un gen reportero de STRE, la in-
duccidn es especificamente por estrés osmético (pero no
por otras condiciones de estrés), aunque sea a nivel ba-
sal.'’® Las deleciones adicionales de PBS2 en la mutantes
msn2A msn4A eliminaron por completo la inducci6n.!10
Esto sugiere que bajo la presencia del estrés osmético al-
gunas proteinas no caracterizadas regulan la induccién de
los genes STRE dependiente de Hoglp. En conclusién, se
requiere de mds investigacién en el campo para la mejor
comprensién de la induccién de los genes STRE controla-
do por la via HOG, y saber si Hoglp controla directamen-
te a Msn2p/Msndp.''0

BACTERIAS HALOFILAS

Las bacterias halé6filas extremas crecen en concentracio-
nes de NaCl entre 2.8 M y 6.2 M. La biologia general de
los organismos haléfilos extremos estd bien documenta-
da;?886.94 existen diversas distinciones y caracteristicas in-
trinsecas de estos organismos, como resultado de la selec-
cién natural del medio, que no parecen tener un papel
determinante en las relaciones de los dominios de los mi-
croorganismos haldfilos.

Una caracteristicas en los haléfilos bacterianos es la
ausencia de peptidoglicanos, no sélo en las paredes de
las halobacterias,?®?8 sino también en las paredes de la
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gram-positiva halococci.>* Se cree que la carencia de
peptidoglicanos en las bacterias haléfilas se debe a una
incapacidad para sintetizar 4cido murdmico.*

Los principales 4cidos fosfatidicos de los lipidos Halo-
bacteriales derivan del 2,3-di-O-fitanil-sn-glicerol. Los fos-
fitidos predominantes de las halobacterias son andlogos
diéter del fosfatidil glicerol fosfato, el cual puede acumular-
se hasta llegar a un 70 % del fésforo lipidico en H. cutiru-
brum y un 80 % en H. halobium.'"? El fosfitido m4s abun-
dante después de éstos en ambas especies, es el andlogo éter
del fosfatidil glicerol, que se llega a acumular del 6 al 7.5%
del fésforo lipidico en cada especie. Los éteres lipidicos no
son exclusivos de los organismos haléfilos,'s! pero no son
muy comunes en las bacterias. Los lipidos de los organismos
haléfilos son muy 4cidos, una propiedad de relevancia direc-
ta, en relacién con la presencia de medios salinos.”®

Es de esperarse a priori, que las condiciones extremas
del medio produzcan la seleccién de ciertas vias metabo-
licas. Tal seleccién se refleja en las caracteristicas de la
pared celular y composicién de ciertos organismos hal6fi-
los. Halobacterium salinarium produce una glucosa des-
hidrogenasa y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa sélo
cuando se inducen, y estas enzimas no tienen una alta ac-
tividad especifica.’

Se han elaborado diversos medios sintéticos para las
bacterias haléfilas. Dundas et al.,*” utilizaron un medio que
contenia 10 aminodcidos y 4dcido citidilico, el cual estimu-
16 el crecimiento limitado. Onishi ez al.,'*¢ utilizaron un
medio que contenia 15 aminodcidos, 2 nucleétidos, glice-
rol y asparagina o NH,*, que mostré mejores resultados.
Dundas et al.,*’ concluyeron que la valina, metionina, iso-
leucina y leucina son esenciales para el crecimiento de H.
salinarium. Sus resultados mostraron ademds que la lisina
no es esencial. Por otra parte Onishi er al.,'*® encontraron
que los aminodcidos esenciales para H. cutirubrum son la
arginina, leucina, lisina y valina.

Los aspectos anteriores que se han descrito, aunque se
refieren a las caracteristicas generales de las bacterias halé-
filas y son de interés intrinseco, no parecen jugar un papel
directamente determinante en la relacién de estos organis-
mos con el agua y la sal, excepto por la naturaleza dcida de
los fosfolipidos de la membrana.

Por otra parte, la inestabilidad de la pared celular refleja
un requerimiento especifico de solutos, que puede ser des-
crito como la relacion 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 hidrofébicos y las fuer-
zas electrostdticas;*® estas contribuciones se han atribuido
a los efectos electrostiticos de las sales en la neutralizacién
del exceso de cargas sobre la membrana.?*?":?? Baxter ha
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planteado una explicacién similar sobre la inactivacién de
la lactato deshidrogenasa en una solucién diluida de un
organismo halé6filo.'* Brown atribuyé los eventos electros-
taticos en la membrana a una carga negativa causada por
un exceso de aspartato y glutamato en las proteinas de la
membrana. Lanyi ha propuesto convincentemente que las
interacciones hidrofébicas son los principales factores que
suelen intervenir en las proteinas de los haléfilos.”!

La fisiologia intracelular de los organismos haléfilos
extremos estd dominada por la masiva acumulacién de K*
y CI' y por una eficaz exclusién 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 contenia 4 M de NaCl y 0.03 M de KCl, acumu-
16 K* hasta una concentracién de 4.5 M y concentraciones
de Na* y CI" de 1.4 y 3.6 M, respectivamente.>

Continda la discusién sobre las relaciones que existen
entre la sal y las enzimas de los organismos haléfilos, que
son de inmediata relevancia. Las condiciones que permiten
a una enzima funcionar vigorosamente pueden también
conferirle una importante via de inactivacién; algunas en-
zimas son estables bajo ciertas condiciones que inhiben se-
veramente la actividad. Asf, la isocitrato deshidrogenasa de
un haléfilo es muy estable, pero se inhibe fuertemente por
405 M de NaCl.5¢

Las enzimas de los organismos hal6filos se han estudiado
lo suficiente para hacer una generalizacién de sus requeri-
mientos de sal, aunque, por supuesto, hay excepciones. En
general las enzimas que estdn asociadas con la membrana
celular tienen un 6ptimo en su actividad en la concentracién
de 4 M de NaCl 6 KCl; las enzimas ribosomales tienen un
requerimiento especifico para KCI en un éptimo cercano a 4
M. Las enzimas solubles del metabolismo intermediario co-
lectivamente tienen un amplio margen de sal 6ptima, pero
por ejemplo, la isocitrato deshidrogenasa especifica para ni-
cotinamida adenin dinucleétido fosfato (NADP), tiene un
6éptimo entre 0.5 y 1.0 M de NaCl o KCI.6

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

De esta manera, en las bacterias haldfilas, el KCI tiene
una funcién fisiolégica muy similar a la de los compuestos
polidlicos en las levaduras xelotolerantes y algas hal6filas.*

Estrategias de adaplacion de microorganismos halofilos y Debaryomyces hansenii

LEVADURAS XELOTOLERANTES

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

Scarr y Rose, ! definieron como levaduras osmofilicas a
todas aquellas capaces de crecer en soluciones de aziicares a
concentraciones de 65 °Brix (65% wt/wt) a 20 °C; esta defi-
nicién puede usarse para la descripcién del grupo de levadu-
ras tolerantes a altas concentraciones de aziicar. Dado que
las relaciones de agua de estos organismos varia notable-
mente con la presencia del soluto para ajustar laa, no es
posible anticipar una definicién real basada en la tolerancia a
la baja a,. Por ejemplo, Onishi report6 que a 30 °C, la leva-
dura Torulopsis halonitratophila no puede crecer en un me-
dio diluido, pero si lo hace en presencia de 6% (wt/wt) de
NaCl a 20 °C; Sin embargo, ésta crecié en un medio diluido;
asi a alta temperatura el organismo fue haléfilo o xerdfilico,
mientras que a 20°C fue xelotolerante.'?*

Los cambios de temperatura juegan un papel muy im-
portante en los mecanismos transcripcionales y postraduc-
cionales que promueven la acumulacién de trehalosa y glu-
cégeno. Durante un cambio de temperatura de 25 °C a
33-38 °C, se observa la activacion transcripcional de TPS/
y GSY2, que participan en la acumulacién de glucégeno y
trehalosa.” Durante un incremento de temperatura de 38-
40 °C, la concentracién intracelular de sustratos puede ser
decisiva para la acumulacién de trehalosa.'3® Finalmente,
se debe enfatizar que la capacidad de las células para acu-
mular trehalosa y glucgeno en respuesta al estrés estd li-
gada a la presencia y cantidad de enzimas que contienen
antes de la exposicidn al estrés; esto se encontrd en experi-
mentos realizados con las mutantes en msn2/msn4 y
hsp104, las cuales acumulan menos reservas de glucosa
después de la exposicién al estrés térmico.*77:133.181

Onishi ha reportado algunos efectos de la concentracién
de solutos sobre la capacidad de la levadura para asimilar
los azdcares.'> Por ejemplo, una cepa de S. rouxii asimilé
glucosa rdpidamente en un medio diluido o en la presencia
de 18% de NaCl. Esta creci6 también inmediatamente en
presencia en un medio basal con galactosa o maltosa como
fuente de carbono, pero en presencia de estos azdcares mds
el NaCl, crecié pobremente. También comenta que muy
pocas cepas pueden asimilar o fermentar estos azicares en
un medio alcalino.

Aunque las levaduras xelotolerantes pueden prosperar a
niveles de actividad de agua mds bajos que en los que se
encuentran las bacterias halé6filas extremas, estos dos orga-
nismos son muy diferentes; igual que las levaduras, no tie-
nen requerimiento absoluto para un soluto especifico.
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Brown encontré diferencias consistentes entre S. cerevi-
siae y S. rouxii en la cantidad de captacién de solutos como
una funcién de la concentracién extracelular de solutos; al
incubar las levaduras en soluciones amortiguadoras de al-
giin azicar o glicerol. S. rouxii mostré una baja capacidad
para la captacién de los no electrolitos, comparada con S.
cerevisiae.?'

Todas las cepas xelotolerantes contienen altas concen-
traciones de polialcoholes; el principal es el arabinitol
cuando las levaduras se crecen en medio bésico.*® Los po-
lioles confieren dos caracteristicas 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 inhibicién o inactivacién. Ademis, los polioles
sirven como fuente de reserva. Las bases fisiolégicas 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 acumulacién de
polioles en levaduras es comiin.*®

ALGAS HALOFILAS

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

Una diferencia fundamental entre las bacterias y las al-
gas haldfilas reside en la capacidad de las algas para ex-
tender sus limites de tolerancia a la sal, hacia una alta o
baja concentracién, con la implicacién de que esos limites
estdn determinados en parte por la historia evolutiva del
organismo; es asi que McLachlan reporté que D. tertio-
lecta creci6 en un margen aproximado de 0.06-2 M de
NaCl.%6

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

La produccién de polioles en las algas ha sido am-
pliamente estudiada por Lewis y Smith.!%" El manitol es
un poliol comiin en las algas, particularmente en las ma-
rinas; también se menciona que la alta concentracidn del
manitol es un fenémeno ubicuo, por la alta concentra-
cién del poliol en liquenes, lo cual denota la posible fun-
cién de estos compuestos como osmorreguladores en al-
gas marinas.

A la acumulacién de glicerol en Dunaliella se le supo-
nen tres principales funciones:??

i) La primera y mds obvia, es que actiia como osmorre-
gulador; es decir, como una sustancia que, en la concentra-
cién en la que se encuentra responde positivamente a la
concentracién extracelular del soluto (negativamente a la
a_ ), y mantiene de este modo aproximadamente una igual-
dad entre la actividad interna y externa a, (o potencial de
agua), y por lo tanto minimiza el estrés osmético y la des-
hidratacién a la cual estd sujeta la célula. ii) la segunda fun-
cién es como un soluto compatible o protector de la activi-
dad enzimdtica. iii) Puede funcionar como fuente de
reserva bajo ciertas condiciones.2?

En el género Chlamydomonas hay especies que crecen
con un minimo requerimiento de NaCl de 0.34 M; ademds
tiene la habilidad de crecer en 1.7 M de NaCl.'”? Algunas
algas verde-azules aisladas del Mar Muerto, y en particular
la especie Aphanocapsa, tiene un minimo requerimiento de
sal de 1.0 M y crece mejor en presencia de 1.5 a3 M de
NaCl.!”6 El Mar Muerto asi como otros ambientes marinos
contienen altas concentraciones de Mg?*, el cual por si
mismo es un factor significante que contribuye a la toleran-
cia a la sal.

PLANTAS

La produccién de polioles también es comin 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 sintesis de polioles es regulada por el NaCl y estd
involucrada en la induccién y represién de genes.'4?

Las plantas que acumulan naturalmente solutos osmo-
protectores lo hacen a concentraciones que suelen oscilar
entre 5y 50 pmol g! peso fresco en la base de la planta (6-
60 M) y esto aumenta si la planta es expuesta a algiin tipo
de estrés osmético.'*? En las células de las plantas los os-
moprotectores estan tipicamente confinados principalmen-
te en el citosol, cloroplastos y otros compartimentos cito-
plasmidticos 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 concentracién de 200 mM. Ta-
les concentraciones son osméticamente significativas y su
papel fundamental es mantener la turgencia de las células y
el gradiente para la captacién de agua durante las condicio-
nes de estrés.'*?

Se ha investigado el papel de la ectoina en la adaptacién
osmética de Rhizobium meliloti; 1a cual provee condiciones
de crecimiento similares como la glicina betaina en R. me-
liloti bajo condiciones osméticas de crecimiento adversas
(0.5 M NaCl). Ensayos de resonancia magnética nuclear
con 13C y ensayos de radioactividad muestran que la ectoi-
na no se acumula en el citoplasma y como consecuencia no
reprime la sintesis de solutos compatibles endégenos (glu-
tamato, trehalosa). Sin embargo, la alta concentracién de
glutamato en las células sometidas a un estrés osmético en
presencia de ectoina sugiere que estd involucrado en la res-
tauracién del balance osmético, la ectoina puede jugar un
papel en la estimulacién en la sintesis de osmolitos endé-
genos, 64

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

Los niveles de prolina en plantas transgénicas de Arabi-
dopsis thaliana (100 pg/g peso fresco) es aproximadamen-
te el doble que las plantas control crecidas en ausencia de
estrés, y tres veces mayor (600 Lg/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.'!s

En algunas plantas que acumulan naturalmente glicina
betaina (espinacas, remolachas); la sintesis se lleva a cabo
en los cloroplastos por medio de dos reacciones de oxida-
cién de la colina hacia la glicina betaina. La primera oxida-
cién hacia aldehido betaina es catalizada por la colina mo-
nooxigenasa (CMO); la oxidacién de la aldehido betaina
hacia glicina betaina es catalizado por la betaina aldehido
deshidrogenasa.'4?

SOLUTOS COMPATIBLES EN LAS
CELULAS ANIMALES

En los mamiferos, el riidn es un érgano 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 6rgano tiene la capacidad de producir orina
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de una muy alta y variable osmolaridad, dependiendo del
estado de hidratacion. Este rasgo caracteristico del rifién es
el resultado de la operacién y la interaccién que existe con
el sistema de la médula renal. Durante la deshidratacién,
cuando se excreta una orina concentrada, se acumula NaCl
y la urea en el intersticio medular y proveen la fuerza con-
ductora para la reabsorci6n del agua a través de la colec-
cién por el ducto epitelial.”®

Las altas y variables concentraciones extracelulares de
NaCl y urea que confrontan las células presentan tres pro-
blemas principales: Primero, en el rifién existen diversos
efectos de estrés osmético por las altas concentraciones de
Na*, el cual, en contraste con la urea, no penetra ripida-
mente en las membranas celulares y estd principalmente
acompaiiado por el anién CI". En las células de la médula
renal, el equilibrio osmético en presencia de concentracio-
nes elevadas de NaCl se lleva a cabo primeramente por la
acumulacién de pequefios solutos orgénicos.'s*% En el ri-
fién de los mamiferos, el segundo cambio al que se enfren-
tan las células de la médula renal es la alta concentracién
de urea (200 mM). Aunque la urea ripidamente penetra la
mayoria de las membranas celulares y consecuentemente
no ejerce un estrés osmético; tales concentraciones per se
afectan la viabilidad de la célula seriamente promoviendo
daiios en la estructura y funcién de las proteinas y dcidos
nucleicos.33:'62 E| tercero es que esas células deben conten-
der con los cambios extremos en las concentraciones exter-
nas de solutos durante la transicién 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 fisiolégicas en la osmolaridad
extracelular requieren de mecanismos que permitan la
efectiva acumulacién y reduccién de osmolitos organi-
cos.162

Las células de la médula renal, que bajo condiciones fi-
sioldgicas normales se exponen a condiciones variables
extracelulares de los solutos, responden al estrés hipertdni-
co mediante la acumulacién de osmolitos orgdnicos como
glicerofosforil colina (GPC), betaina, mio-inositol, sorbi-
tol, y aminoécidos. El incremento intracelular de estos os-
molitos se lleva a cabo por el efecto combinado del aumen-
to en la captacién (mio-inositol y betaina), sintesis
(sorbitol y posiblemente GPC), disminucién en la degrada-
cién (GPC) y liberacién de osmolitos.'6

Se han identificado solutos orgdnicos activos que exis-
ten en altas concentraciones en la médula interna renal. Los
niveles de los osmolitos se han cuantificado por espectro-
fotometria de resonancia magnética nuclear y por ensayos
bioquimicos en extractos obtenidos con 4cido perclérico de
ratas normales y deshidratadas (3 dias). La deshidratacion
aumenta la osmolaridad de la orina de 1,503 a 3,748 mos-
mol/kg y el contenido de la urea en la médula interior de
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2,036 a 4,405 nmol/mg proteina. En consecuencia, los po-
lialcoholes (inositol y sorbitol) aumentaron significativa-
mente entre 95 y 78%. En conclusién, los principales os-
molitos involucrados en la médula interna renal pueden
aumentar durante la antidiuresis, pero son regulados de
manera compleja.5

Las células renales medulares contienen altos niveles de
(glicina) betaina, glicerofosforil colina (GCP), mio-inositol
y sorbitol. Se han propuesto dos funciones para estos os-
molitos 1) Son compatibles, y regulan el volumen celular
(contra altas concentraciones externas de NaCl) sin inhibir
a las enzimas y 2) Las metilaminas (GPC y betaina) son
osmolitos que interactian y estabilizan las proteinas contra
la perturbacién de la alta concentracién de urea renal.'®

Los solutos orgdnicos activos se han encontrado en altas
concentraciones en la médula renal interna de una amplia
variedad de especies de mamiferos, pero no se ha demos-
trado su existencia en rifiones humanos. Estd demostrado
que algunos osmolitos orgdnicos como la glicina betaina,
mio-inositol, sorbitol y glicerofosforil se encuentran en di-
ferentes muestras de tejidos de rifiones humanos que fue-
ron removidos quirirgicamente por dafios involucrados en
un polo del rifién; también se estudiaron rifiones de perros,
puercos y conejos. Los niveles de osmolitos fueron mayo-
res en la médula més que en los cortes de tejidos, los resul-
tados muestran en los rifiones humanos una alta concentra-
cién de sorbitol, glicerofosforil colina, glicina betaina y
mio-inositol. Se detectaron osmolitos en bajas concentra-
ciones en el misculo esquelético de conejo. Los osmolitos
orgdnicos detectados en humanos son importantes fisiol6-
gicamente y podrian estudiarse en otros mamiferos como
modelos para la investigacién del sistema de osmolitos en
la funcién del rifién humano.'®®

Las células de la médula renal se exponen a altas con-
centraciones de sal durante la antidiuresis. Estas se adaptan
en parte ante la acumulacién de mio-inositol, glicina betai-
na, taurina y otros aminodcidos, transportindose a través
del fluido intersticial. Este transporte es regulado osméti-
camente por los cambios en la transcripcién de los trans-
portadores y por las modificaciones postraduccionales.™

ASPECTOS ENERGETICOS DE LOS ORGANISMOS
HALOFILOS

La fuente primaria de energia para la expulsién del Na*
y acumulacién de K* por la mayoria de los microorganis-
mos es el gradiente electroquimico de protones (A,*) a
través de la membrana citopldsmatica. Este gradiente elec-
troquimico de protones deriva de la cadena transportadora
de electrones (en Halobacteriales durante el crecimiento
aerébico) o del ATP formado durante la fosforilacién por
la actividad de la ATPasa (H*-ATPasa tipo F en bacterias,
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H*-ATPasa tipo A en organismo haléfilos del phylum Ar-
chae).™ Existe un caso excepcional de la generacién direc-
ta de una fuerza protén motriz generada por la luz, media-
da por la bacteriorrodopsina en Halobacterium salinarum
y algunos miembros de Halabacteriaceae, ésta parece ser
una excepcién, mas que la regla en los halé6filos del domi-
nio Archaea, y sin embargo, estos organismos pueden cre-
cer heterotréficamente en la obscuridad.'®

Se puede también establecer un gradiente de Na*
(Ap,*) a expensas del gradiente de protones, via los anti-
portadores Na*/H*; tal actividad ha sido demostrada en las
haléfilas del phylum Archaea®®??, bacterias hal6filas™ y
eucariontes.?! '

El bombeo de protones en los microorganismos que
acumulan solutos orgdnicos también requiere energia para
el bombeo de iones, para mantener su concentracién idnica
intracelular baja y contender con la difusién de sales inor-
génicas a través de sus membranas.

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

La captacién o expulsion de iones de las células juega
un papel importante en la osmoadaptacién de ciertos orga-
nismos. E. coli, por ejemplo, activa un sistema de capta-
cién de iones K*en condiciones de alta osmolaridad; esto
lo realiza con el fin de acumular el ion K* asi como otros
osmolitos. '3

En las células de los mamiferos, la disminucién del vo-
lumen se regula por medio de un choque hipoosmético 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.%

Las levaduras especificamente controlan la proporcién
intracelular de iones de Na* y K* activamente, por la activi-
dad de una Na*-ATPasa o via el antiportador por H*, hacien-
do uso de los gradientes de protones generados a través de
las membranas citoplasmatica y vacuolares, resultantes de la
actividad de las ATPasas y transportadores respectivos.'?
Aunque estos mecanismos son importantes para la homeos-
tasis idnica bajo estrés salino, se ha involucrado también a
varios de los transportadores con la adaptacién osmética que
ademis pueden ser regulados por sefiales osméticas. '3

SOLUTOS COMPATIBLES

En los microorganismos haléfilos y halotolerantes se ha
reconocido un buen niimero de solutos diferentes;> a con-
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tinuacién se presenta una breve recopilacién y seleccién
(Fig. 2) de acuerdo con su distribucién en el reino micro-
biano y su capacidad para acumularse en grandes cantida-
des cuando el microorganismo se encuentra en un medio
salino. El glicerol, por ejemplo, facilita el crecimiento del
alga Dunaliella'® a concentraciones saturantes de NaCl, y
este soluto también se ha encontrado en un gran ndmero de
hongos;*3 la sacarosa y la trehalosa se han encontrado
principalmente en bacterias no haléfilas y haléfilas ligeras
al crecerlas en concentraciones altas de sal, y también en
las cianobacterias.'® El glucosilglicerol, principal osmoli-
to estabilizador en las cianobacterias, se sintetiza ante con-
centraciones intermedias de sal,'® pero también se ha
identificado como un soluto osmético en las bacterias hete-
rotréficas Pseudomonas mendocina.'®® La glicina betaina
es producida por muchas bacterias fotosintéticas anoxigé-
nicas haléfilas®3 0 y por la mayoria de las cianobacterias
tolerantes a la sal (muchas bacterias heterotréficas hal6filas
o halotolerantes que toman del medio la glicina betaina,
obviamente cuando el compuesto se encuentra en concen-
traciones suficientes para poder conferir un balance osmé-

Estrategias de adaptacion de microorganismos halofilos y Debaryomyces hansenii

tico).”6'7* Solamente algunos heterétrofos sintetizan glici-
na betaina, como Actinopolyspora halophilala.’* La glicina
betaina también se sintetiza junto con otros compuestos en
ciertos organismos metanogénicos haléfilos del dominio
Archaea.® La ectoina (dcido carboxilico 1,4,5,6-tetrahi-
dro-2-metil-4-pirimidina) es el principal soluto producido
por las bacterias heterotréficas haléfilas, y también se ha
encontrado en la bacteria fotosintética del género Halorho-
dospira. 5%

Onishi er al;'® estudiaron 119 cepas de levaduras para
determinar la produccién de polioles, y encontraron que la
mayoria de las especies producen glicerol, arabinitol, y
cierta cantidad de erititritol, y mostraron que las altas con-
centraciones de azicares o sales en el medio de crecimien-
to cambian el patrén de fermentacion en muchas levaduras
osmotolerantes, lo cual se reflejé en un incremento en la
produccién de polioles.

El glicerol se sintetiza en dos pasos, a partir de la dihi-
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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bas enzimas, la levadura posee dos isoformas expresadas dife-
rencialmente GPD1 y GPD27:1920 y GPP1 (RHR2) y GPP2
(HOR2).71:118.130 5 cerevisiae también posee genes que codi-
fican para las enzimas glicerol deshidrogenasa (GCY1 Y
YPR1), asi como la dihidroxiacetona cinasa (DAKI y
DAK?2), que constituyen la via de la degradacién del glicerol.
En la via para la produccién del glicerol via Gpdp y Gpp, el
NADH se convierte en NAD, mientras que para la utilizacién
del glicerol, éste se convierte en dihidroxiacetona fosfato via
Gceylp y Daklp, y en el proceso, reduce al NADP a NADPH.
Asi, un ciclo de la dihidroxiacetona fosfato puede esencial-
mente funcionar como una transhidrogenasa para la intercon-
version de NADH a NADPH.21'9 §. cerevisiae no tiene
transhidrogenasas para interconvertir el NADH en NA-
DPH!!6, y por esta razén 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.
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Fructuosa

Glucosa
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1F16|3P

Dihidrociacetona P ” Gllceraldehrdo 3.p
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La trehalosa es un disacarido no reductor formado por
dos moléculas de glucosa unidas con un enlace o-1,1, y se
usa como un soluto compatible en las bacterias.®? Este
compuesto también estd ampliamente distribuido en las le-
vaduras y se acumula normalmente durante condiciones de
disminucién de crecimiento, particularmente durante perio-
dos de inanici6n y diferenciacién.'®® Aunque en la fase es-
tacionaria las células de S. cerevisie contienen una concen-
tracién elevada de trehalosa, cuando se crecen en un medio
con un potencial de agua disminuido,'!? la trehalosa parece
estar jugando un pequefio papel en la osmorregulacién du-
rante las etapas del crecimiento.

Las células de levadura producen y acumulan también
glucégeno, un polisicarido formado por cadenas lineales
de moléculas de glucosa unidas con enlaces o-1,4, y rami-
ficaciones con enlaces @-1,6. El glucégeno juega el papel
de un carbohidrato de reserva, mientras que la trehalosa
como protector contra el estrés; esto sin embargo, como se
menciond, no es tan claro en la levadura como en las bacte-
rias.?®%7 La trehalosa actiia mds bien como protector ante el
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estrés térmico y otras formas extremas de estrés osmdtico,
como la desecacion y el congelamiento. Ademis de esto, la
trehalosa juega un papel importante en el control de la glu-
célisis, y potencialmente en el control de la relacién ATP/
ADP de células bajo condiciones de estrés.?%5? Por esta ra-
z6n conviene mencionar de manera general las vias de sin-
tesis de la trehalosa y el glucégeno (Fig. 3).

Los niveles de trehalosa y glucégeno son bajos durante
las fases de proliferacién en cultivos en matraz con gluco-
sa como fuente de carbono; el glucégeno comienza a acu-
mularse en la dltima parte de la fase logaritmica, 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 fermentacién.*2

La produccidn del glucégeno y la trehalosa se ilustran
en la Fig. 3; comienza con la conversién 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 expresién de PGM2 y
UGP!I se estimula en diversas situaciones de estrés.>®* La
produccion de glucégeno se inicia por la glucogenina, co-
dificada por GLGI y GLG2, la cual produce pequeiias ca-
denas unidas a ésta por enlaces o-1,4. Subsecuentemente,
las cadenas son elongadas por la glucégeno sintasa (Gsylp
y Gsy2p) y se ramifica por la enzima ramificadora, Glc3p.
La hidrélisis del glucégeno es catalizada por una enzima
desramificadora (Gdplp) y la glucégeno fosforilasa
(Gphlp), la cual produce glucosa 1-fosfato. Esta via es
idéntica a la de las células de los mamiferos.’? La expre-
sién de los genes GLGI1, GSY1, GSY2, GLC3 y GPHI, se
estimula en diversas condiciones de estrés.

Para la produccién de trehalosa, la UDP-glucosa y glu-
cosa 6-fosfato se convierten primero en trehalosa 6-fosfato
por accién 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
TsIlp y Tps3p. Estos son, probablemente genes alternati-
vos, reguladores o subunidades estabilizadoras,!:102:178

MECANISMOS PROPUESTOS DEL EFECTO DE
LOS SOLUTOS COMPATIBLES

La trehalosa muestra caracteristicas de estabilizador de
proteinas y membranas bajo condiciones de estrés, espe-
cialmente durante la desecacién; 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
desnaturalizacion de las proteinas y la fusién de membra-
nas; ademds, forma cristales en estado seco, un proceso
que puede ser requerido para la estabilizacién de las molé-
culas en estado deshidratado.*' Ademds, la trehalosa man-
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tiene estables a las proteinas en altas temperaturas v pH
acido. Las propiedades protectoras de la trehalosa son cla-
ramente superiores a otros aziicares, tales como la sacaro-
sa, convirtiendo a la trehalosa en un protector ideal contra
el estrés.*!

Hochachka y Somero (1984)7 establecieron que en los
animales multicelulares, los osmolitos orginicos juegan un
papel relativamente menor en el balance osmético de los
fluidos extracelulares. El razonamiento de apoyo a esta
idea es que muchas de las maquinarias metabélicas y bio-
sintéticas de los organismos multicelulares estdn en el
compartimento intracelular. Durante un estrés hiperosmoti-
co los osmolitos orgdnicos, tales como aminodcidos libres,
polioles y metilaminas, se acumulan en las células a con-
centraciones elevadas. Estos solutos no afectan la actividad
enzimdtica como lo hacen las concentraciones elevadas de
sales inorgdnicas; por ello, se les llama solutos compati-
bles.'$2 La acumulacién de estos solutos permite el funcio-
namiento de las enzimas intracelulares. Este patrén se de-
muestra, por ejemplo, en los invertebrados marinos
(langostas, moluscos) que acumulan altas concentraciones
de osmolitos orgénicos.®

Los cambios en la osmolaridad externa disparan el flujo
de agua a través del gradiente osmético causando hincha-
miento (y eventualmente la lisis) en medios hipoténicos o
plasmdlisis y la deshidratacién bajo medios hiperténicos.
Los solutos compatibles responden al problema de la ele-
vada osmolaridad involucrando una respuesta bifdsica en
la cual aumentan los niveles de K/(glutamato), lo cual se ha
observado como una respuesta primaria al fenémeno,*’ se-
guido de un dramdtico incremento en la concentracién
citoplasmitica (sintesis/captacién), los cuales no interac-
tdan con las proteinas; el papel de los solutos compatibles
consiste en una estabilizacién efectiva de la funcién enzi-
mitica,’? otorgando proteccién contra la salinidad, alta
temperatura, deshidratacién y el estrés térmico.!®-177

Los principios moleculares de la funcién de los solutos
compatibles de la exclusién preferencial de la superficie de
las proteinas y de otras macromoléculas citoplasmaticas es
la base para la compatibilidad de la naturaleza de los osmo-
litos.!" Existen tres posibles explicaciones de la exclusién
de esos solutos de la interfase proteina-agua. Un modelo
propuesto por Bull y Breese** sugiere que los solutos com-
patibles pueden incrementar la tensién de superficie del
agua, incrementando las fuerzas cohesivas con la estructu-
ra del agua, haciendo de esta manera mds dificil romper las
interacciones agua-agua, favoreciendo el complejo protei-
na-agua. La solvatacién de la proteina con la baja tensién
de superficie del agua es energéticamente mds favorable, el
volumen de agua puede tender a hidratar a la proteina ex-
poniendo la alta tensién de superficie del agua a la superfi-
cie de la proteina. Segundo, al aumentar la tensién de su-
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perficie, la incompatibilidad estérica juega un papel im-
portante en la exclusion de osmolitos de las superficies ma-
cromoleculares. En contraste con el agua (mismo tamafio,
polaridad y potencial de hidrégeno), que es capaz de aco-
modar casi toda la geometria de superficie de la proteina,
muchos osmolitos orgdnicos son largos, rigidos, repletos
de grupos hidrégenos, que son preferencialmente excluidos
de la superficie de la proteina, favoreciendo el contacto con
las moléculas de agua. El tercer modelo, la explicacién mas
trivial para la exclusién preferencial, se centra en la exis-
tencia de posibles fuerzas repulsoras entre los solutos y
ciertos grupos de la superficie de la proteina.!®

En adicion a la teoria de la proteccién por solutos; Cayley
et al.>” han propuesto que el volumen citoplasmético es el
determinante fundamental del crecimiento bajo condiciones
de estrés hiperosméticas y que el efecto secundario del in-
cremento del volumen por la acumulacién de solutos com-
patibles (una consecuencia de la exclusién preferencial de
las macromoléculas citoplasmiticas y componentes de
membrana) es la clave para su funcién osmoprotectora. Asf,
los solutos compatibles pueden servir como un papel dual en
la osmorregulacién de las células, restaurando el volumen
celular y la estabilizacién de la estructura de proteinas.’’

DEBARYOMYCES HANSENII

Como se mencioné en la introduccién, fue Norkrans en
1966'?! quien realizé los primeros estudios con levaduras
marinas. Su trabajo se inici6 con el fin de comprobar si es-
tas levaduras se reproducen en medios alcalinos, con altas
concentraciones de sal (NaCl) y baja temperatura. Encon-
tré una alta tolerancia a la sal para miembros del género
Debaryomyces, Pichia, y Candida. Mas tarde (Norkrans,
1968), estudié la respiracién y la fermentacién de D. han-
senii y otras levaduras en diferentes medios con diferentes
sustratos, y demostré que D. hansenii era la mds tolerante
al NaCl, mostrando hasta un 10% de su actividad ain culti-
vada en 4.4 M NaCl.'%2

En 1969 Norkrans y Kylin,'>3 mediante el uso de is6to-
pos radioactivos, estudiaron la captacién y retencién de K*
y Na* en D. hansenii, levadura considerada en esa época
como halotolerante, y de S. cerevisiae una levadura menos
tolerante al NaCl. Realizaron sus estudios en presencia de
4 mM, 0.68, 1.35 y 2.7 M de NaCl en el medio de creci-
miento. Encontraron que la relacién de la concentracién de
K*/Na* 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 osmético en
D. hansenii; Gustafsson y Norkrans”-%5 estudiaron la con-
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centracién total, intracelular y extracelular de glicerol pro-
ducido por esta levadura en presencia de 4 mM, 0.68 y 2.7
M de NaCl en el medio de crecimiento. La concentracién
de glicerol no fue directamente proporcional a la produc-
cién de biomasa, pero se encontré una concentracién de
0.2,0.8 y 2.6 M en la fase logaritmica, con las concentra-
ciones respectivas en el medio de crecimiento. Adler y
Gustafsson? encontraron que el glicerol es el principal po-
liol sintetizado en la fase logaritmica, mientras que el ara-
binitol se produce en la fase estacionaria al cultivarla en
presencia de 4 mM y 2.7 M de NaCl en el medio de creci-
miento; también evaluaron la poza de aminodcidos durante
el crecimiento de D. hansenii, sin encontrar cambios drasti-
cos en su composicion. La cantidad total de aminodcidos
libres, en relacién con el peso seco fue de 15 a 50 % mds
baja en las células cultivadas en 2.7 M NaCl, en compara-
cién con las que se cultivaron en presencia de 4 mM.

También se ha estudiado el crecimiento de D. hansenii
en relacién con el pH y la salinidad; D. hansenii es capaz
de crecer mds rdpido en presencia de altas concentraciones
de NaCl y en medio alcalino en comparacién con S. cerevi-
siae. Sin embargo, a2 un pH de 5.2 disminuye el crecimien-
to de ambas células. El efecto puede atenuarse agregando
sales de dcidos 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 mis 4cido.”

Prista et al, 1> estudiaron los efectos del KCI, NaCl y
LiCl en el crecimiento de D. hansenii, usualmente conside-
rada como levadura halotolerante, y compararon los efec-
tos con S. cerevisiae. El KCI y NaCl tuvieron un efecto si-
milar en D. hansenii, indicando que el NaCl sélo
representa un estrés osmético, mientras que el LiCl tuvo un
efecto inhibitorio.

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

En presencia de 1 M de KCl o NaCl, D. hansenii mues-
tra un aumento en el crecimiento. Muestra también una
baja acidificacién del medio que aumenta con el NaCl, asi
como un aumento de la capacidad de captacién de 86 Rb* y
22Na*, El transporte de %6 Rb* es saturable con valores de
Km y Vmax mds altos para las células cultivadas en NaCl
1 M, mientras que el transporte de 22 Na* muestra un com-
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ponente de difusién, que también es mayor en las células
cultivadas en NaCl. Los niveles de ATP son mayores tam-
bién en las células que se cultivan en NaCl. Al incubar con
glucosa las células crecidas en presencia de KCl, alcanzan
valores similares a las que crecieron en NaCl; estos datos
fueron reportados por Thomé-Ortiz et al; 198 estos autores
proponen la existencia de tres posibles mecanismos de
transporte de iones a) una ATPasa funcional que contribu-
ye al bombeo de protones, que genera una diferencia en el
potencial de membrana que es aprovechado para transpor-
tar K* (6 Na*) a través de un uniportador; b) un sistema
intercambiador de K*/H* ; y ¢) y un posible intercambiador
catién/catién muy rapido.'%® Nosotros, por otra parte, en-
contramos que el transporte de sodio si es saturable, y Tho-
mé-Ortiz et al., encontraron un comportamiento de difu-
sion debido a que utilizaron concentraciones bajas de Na*
en su trabajo (datos no publicados).

Se han reportado aplicaciones biotecnolégicas a D. han-
senii***#38% uno de los aspectos en que esta levadura ha sido
empleada es la produccién 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 poliol.

D. hansenii es la levadura mas comin encontrada en todo
tipo de quesos, en contraste con otras especies de levaduras
tales como Candida vini o C. zeylanoides, cuya presencia
depende de las caracteristicas del queso.5 D. hansenii es
también comiin en los productos lacticos,>* congruente con
su capacidad de crecer en presencia de sal y baja temperatu-
ra. Esta levadura es capaz de metabolizar 4cido lactico y ci-
trico; esto implica una actividad proteolitica y lipolitica du-
rante la maduracién de los quesos. Aunque D. hansenii se
considera no patégena, se ha presentado un caso de infec-
cién en hueso asociado con esta levadura.!'”®

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

El desarrollo de las técnicas moleculares se ha emplea-
do para la construccion de pruebas especificas para la iden-
tificacién rdpida y precisa de un gran nimero de cepas ais-
ladas de quesos;* se han desarrollado métodos rapidos y
sensibles para la identificacién de D. hansenii, basados en
la hibridizacién de secuencias especificas para cada espe-
cie. La especificidad de esas pruebas se reafirma por la hi-
bridizacién del DNA de varias especies de levaduras en-
contradas cominmente en los quesos.

Estrategias de adaptacion de microorganismos halofilos y Debaryomyces hansenii

Otro avance mds relacionado con el estudio de D. han-
senii es la clonacién y expresién de dos genes codifican-
tes para la Na*-ATPasa; los dos genes fueron clonados y
secuenciados. Los genes, designados ENA1 de D. hanse-
nii (DhENA1 y DhENA2), mostraron alta homologia con
los correspondientes de Schwanniomyces occidentalis.
DhENALI se expreso en presencia de altas concentracio-
nes de Na*, mientras que la expresién de DhENA2 requi-
ri6 la presencia de un pH elevado.’

BIOTECNOLOGIA

Algunos organismos haléfilos 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 generacién de gradientes de H* y
CI, respectivamente.'? Otra aplicacién de 1a BR es la re-
novacién de la energia bioquimica; por ejemplo la conver-
sién de ADP hacia ATP; tal como el sistema de recicla-
miento solar el cual puede ser de interés en los procesos
biotecnolégicos que necesitan gran cantidad de ATP.®°
Otra aplicacién patentada de la BR es su uso como un bio-
elemento en un sensor de movimiento! y de imégenes en
biocomputadoras.?

El interés biotecnolégico 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 mds abundantes es la ectoi-
na. Las ectoinas son comunes en eubacterias aerébicas
heterotréficas.

Una de las aplicaciones mds prometedoras es el uso de
la ectoina como estabilizador de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).'5?

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

Los liposomas son usados en medicamentos y cosmé-
ticos para el transporte de los compuestos hacia sitios
especificos en el cuerpo. Los lipidos unidos a éteres de
haléfilos del phylum Archae tienen una alta estabilidad
quimica y resistencia contra las esterasas y de esta ma-
nera tienen una alta tasa de sobrevivencia comparada
con los liposomas que estdn basadas en derivados de
4cidos grasos.3%57

La mayoria de las enzimas de los microorganismos ha-
16filos se inactivan o desnaturalizan a concentraciones por
debajo de | M de NaCl.? Su alta solubilidad en soluciones
altamente concentradas de NaCl dificulta la aplicacién de
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los procedimientos cromatograficos.*® La adaptacién de las
enzimas haléfilas a nivel molecular ha sido revisada por
Madern et al.'% Los aminoécidos activos son ampliamente
usados como intermediarios en la semisintesis de antibiéti-
cos, hormonas peptidicas y pesticidas. Una ruta quimioen-
zimdtica para la sintesis de D-aminodcidos involucra la
conversion de DL-5-hidantoinas. Estas son asimétricamen-
te hidrolizadas a N-carbamoil D-aminoacido por una hi-
dantoinasa especifica (dihidro-pirimidasa). El producto es
convertido quimicamente a los correspondientes D-ami-
noicidos bajo condiciones 4cidas. Joshi et al.,** patent6 un
proceso para la preparacién de D(-)N-carbamoilfenilglici-
na (CPG), usando hidantoinasa del hal6filo Pseudomonas
sp. ATCC 55940. La cepa fue aislada del agua de mar y se
describe que crecié en presencia de NaCl al 7% (w/v) y
sintetiz6 de 5-6% de CPG en 10-15 h.

Una serina extracelular de un haléfilo extremo, Halo-
bacterium halobium (ATCC 43214), es un excelente catali-
zador para la sintesis de péptidos, particularmente para los
péptidos que contienen glicina. Las enzima requiere 4 M
NaCl para obtener la actividad catalitica y la estabilidad
optima en soluciones acuosas.!3*

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

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

Los organismos halofilicos producen una amplia varie-
dad de biomoléculas estables que pueden ser usadas para
aplicaciones practicas; producen enzimas estables (enzi-
mas hidroliticas, tales como DNAasas, lipasas, amilasas,
gelatinasas y proteasas) capaces de funcionar bajo condi-
ciones que normalmente suelen llevar a la precipitacién o
desnaturalizacion de muchas proteinas. Las proteinas de
los organismos haléfilos compiten efectivamente con las
sales para la hidratacién, una propiedad que puede resultar
en la resistencia en los medios con baja actividad de agua,
como en presencia de solventes orgdnicos.*3

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los organismos hal6filos son una clase interesante de
organismos extremofilicos 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 mayoria de los géneros,
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como por ejemplo: las algas verdes fotosintéticas, las cia-
nobacterias, las bacterias pirpuras y verdes, las bacterias
sulfuro oxidantes, anaerobios fermentativos, las bacterias
reductoras de sulfato, las bacterias heterotréficas Gram-ne-
gativas y Gram-positivas,

El interés por conocer la diversidad de microorganismos
que se encuentran en medios hipersalinos estd creciendo gra-
cias al estudio de los mecanismos moleculares de adaptacién a
las condiciones hipersalinas. Los organismos haléfilos pare-
cen excluir las sales por medio de la sintesis 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 sintesis
y acumulacién de solutos compatibles y su regulacién ha co-
menzado a ser el foco de recientes investigaciones.*’

Los mecanismos involucrados en la tolerancia de la le-
vadura halé6fila D. hansenii a la sal y los propuestos por
Prista et al;'*° contindan bajo investigacién, y se ha lo-
grado establecer algunas de sus caracteristicas fisiolégi-
cas. En nuestro grupo de trabajo estudiamos la resistencia
al estrés salino y alcalino de D. hansenii, algunas funcio-
nes metabdlicas y la produccién de algunos solutos com-
patibles, todo con el fin de obtener el conocimiento gene-
ral de las caracteristicas fisioldgicas de esta levadura
haléfila, y contribuir en la caracterizacién general del
comportamiento de los organismos haléfilos. También
pensamos realizar andlisis de microarreglos, que nos pue-
den proporcionar datos cuantitativos, en los cuales pode-
mos definir los niveles de expresién. Se pueden disefiar
andlisis de microarreglos, en los cuales se pueden instru-
mentar diferentes condiciones experimentales y tiempo
de exposicidn a las diferentes condiciones de estrés y ob-
tener datos sobre el curso del tiempo, con el cambio en
los niveles de expresién y con ciertas limitaciones, pode-
mos concluir también las razones de cambio. Datos simi-
lares pueden ser obtenidos de la expresién global de pro-
teinas. Nosotros también podemos medir, el nivel y la
proporcién de cambio de muchos metabolitos durante la
adaptacién a cualquier condicién de estrés.

La disponibilidad de las secuencias completas de geno-
mas ha facilitado los avances en el campo de la adaptacién
osmética. La comparacién de los genomas, acoplados con
el avance de la proteémica, facilita la rdpida deteccién de
nuevos sistemas empleados por los microorganismos halé-
filos o halotolerantes para adaptarse a las diversas formas
de estrés en las cuales se encuentran.

Los anilisis estructurales de algunos sistemas aislados
usando técnicas como difraccién de rayos X, acoplados
con la reconstitucién artificial de membranas, proporcio-
nan informacién importante en relacién con la estructura y
funcién de esos sistemas aislados, complementado con un
riguroso andlisis cinético de los mecanismos de activacion,
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en relacion con los estudios estructurales de los componen-
tes del sistema, deben de indicarnos la presencia de ciertas
modificaciones estructurales que puedan tener un papel en
la respuesta a la osmoadaptacion.

Los principales cambios que hay que aclarar es cémo las
sefiales son percibidas, en relacién con la amplia y compleja
causa-efecto que se presenta bajo condiciones de estrés; dada
la diversidad de los sistemas involucrados y las miiltiples se-
fiales fisiol6gicas (osmolaridad interna/externa, presion de
turgencia o los pardmetros relacionados tales como la tensién
de membrana), los mecanismos moleculares de osmoadapta-
cién se mantienen aiin no completamente entendidos.

Los organismos haléfilos proveen oportunidades sig-
nificativas para la biotecnologia. Como resultado de los
cambios naturales y los promovidos por el hombre, los
ambientes hipersalinos van en aumento. Los ambientes
hipersalinos pueden ser ficilmente creados por la concen-
tracion del agua de mar en medios dridos, principalmente
en las lagunas costeras. Estos factores, junto con la pre-
sencia de nuevas biomoléculas estables en los organismos
haléfilos, sugieren que estos organismos pueden ser muy
importantes en el futuro.

AGRADECIMIENTOS

Se agradece al Dr. Roberto Coria y M. En C. Victoriano
Pérez-Vazquez por sus criticas y sugerencias realizadas a
este manuscrito; también agradecemos la participacién del
técnico académico de la biblioteca C. D. Javier Gallegos
Infante en la obtencién del material bibliogréfico.

El trabajo realizado en nuestro grupo fue apoyado por el
proyecto IN-223999, del PAPIIT, de la Direccién de Asun-
tos del Personal Académico de la UNAM, y por el proyec-
to 36070-N y Beca No. 127608, del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia.

REFERENCIAS

1. Ackley, D.E. & C.L. Shieh. 1998. Thin film transistor biochemical
sensor. Patent US5719033. 1998 February 17.

2. Adams, MW.W. & R.M. Kelly. 1995. Enzymes in extreme envi-
ronments. Chem. Eng. News. 73:32-42.

3. Adler, L. & L. Gustafsson. 1980. Polyhydric alcohol production
and intracellular amino acid pool in relation to halotolerance of
the yeast Debaryomyces hansenii. Arch. Microbiol. 124:123-130.

4. Adler, L., A, Blomberg & A. Nilsson. 1985. Glycerol metabolism
and osmoregulation in the salt-tolerant yeast Debaryomyces hans-
enii. J. Bacteriol. 162:300-306.

5. Aitken, D.M. & A.D. Brown. 1969. Citrate and glyoxylate cycles
in the halophil, Halobacterium salinarium. Biochim. Biophys.
Acta. 177:351-354.

6. Aitken, D.M., A.J. Wicken & A.D. Brown. 1970. Properties of
halophil nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate-specific
isocitrate dehydrogenase. Biochem. J. 116:125-134.

10.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27

Estralegias de adaptacion de microorganismos halofilos y Debaryomyces hansenii

Albertyn, J., S. Hohmann & B.A. Prior. 1994. Characterization of
the osmotic-stress response in Saccharomyces cerevisige: osmotic
stress and glucose repression regulate glycerol-3-phosphate dehy-
drogenase independently. Curr. Genet. 25:12-18.

Alepuz, P.M., A. Jovanovic., V. Reiser & G. Ammerer. 2001.
Stress-induced MAP kinase Hogl is part of transcription activation
complexes. Mol. Cell 7:767-777.

Almagro, A., C. Prista., B. Benito., M.C. Loureiro-Dfas & J. Ra-
mos. 2001. Cloning and expresion of two genes coding for sodium
pumps in the salt-tolerant yeast Debaryomyces hansenii. J. Bacte-
riol. 183:3251-3255.

Ansell, R.,K. Granath., S. Hohmann., J.M. Thevelein & L. Adler.
1997. The two isoenzymes for yeast NAD-dependent glycerol 3-
phosphate dehydrogenase encoded by GPDIAnd GPD2 have dis-
tinct roles in osmoadaptation and redor regulation. EMBO J.
16:2179-2187.

. Arakawa, T. & S.N. Timasheff. 1985. The stabilization of proteins

by osmolytes. Biophys. J. 47:411-414.

Banuett, F. 1998. Signalling in yeast: an informational cascade with
links to the filamentous fungi. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62:249-274.
Bayley, R.M. & R.A. Morton. 1978. Recent developments in the
molecular biology of extremely halophilic bacteria. Crit. Rev. Mi-
crobiol. 6:151-205.

. Baxter, R.M. 1959. An interpretation of the effects of salts on the

lactic dehydrogenase of Halobacterium salinarium. Can. J. Micro-
biol. 5:47-57.

. Beck, F.X., A. Dorge., K. Thurau & W.G. Guder. 1990. Cell os-

moregulation in the countercurrent system of the renal medulla:
the role of organic osmolytes. pp.132-158. In: Beyenbach KW
(ed) Cell volume regulation. Karger, Basel.

. Beck, F.X., A. Burger-Kentischer & E. Muller. 1998. Cellular re-

sponse o osmotic stress in the renal medulla. Pfltgers Arch. Eur.
J. Physiol. 436:814-827.

. Ben-Amotz, A. & M. Avron. 1973. The role of glycerol in the os-

motic regulation of the halophilic alga Dunaliella parva. Plant
Physiol. 51:875-878.

. Ben-Amotz, A. & M. Avron. 1981. Glycerol and b-carotene me-

tabolism in the halotolerant alga Dunaliella parva: a model system
for biosolar energy conversion. Trends. Biochem. Sci. 6:297-299.
Bickel-Sandkdtter, S., W. Girtner & M. Dane. 1996. Conversion
of energy in halobacteria: ATP synthesis and phototaxis. Arch.
Microbiol. 166:1-11.

Blomberg, A. 2000. Metabolic surprises in Saccharomyces cerevi-
siae during adaptation to saline conditions: questions, some an-
swers and a model. FEMS Microbiol. Lett. 182:1-8.

Bohnert, H.J., D.E. Nelson & R.G. Jensen. 1995. Adaptations 1o
environmental stresses. Plant Cell 7:1099-1111.

Borowitzka, L.J. & A.D. Brown. 1974. The salt relations of ma-
rine and halophilic species of the unicellular green alga, Du-
nalilella parva. The role of glycerol as a compatible solute. Arch.
Microbiol. 96:37-52.

Brewster, J.L., T. de Valoir., N.D. Dwyer., E. Winter & M.C. Gus-
tin. 1993. An osmosensing signal transduction pathway in yeast.
Science. 259:1760-1763.

Brock, T.D. 1975. Salinity and the ecology of Dunaliella from
Great Salt Lake. J. Gen. Microbiol. 89: 258-292.

Brown, A.D. 1963. The peripheral structures of Gram-negative
bacteria. IV. The cation sensitive dissolution of the cell membrane
of the halophilic bacterium, Halobacterium halobium. Biochim.
Biophys. Acta. 75:425-435.

Brown, A.D. & C.D. Shorey. 1963. The cell envelopes of two ex-
tremely halophilic bacteria. J. Cell. Biol. 18:681-689.

Brown, A.D. 1964. The development of halophilic properties in
bacterial membranes by acylation. Biochim. Biophys. Acta.
93:136-142.



Gonzalez-Hernandez et al

28.

29.

30.

31

32.

33

34,

35.

36.

3.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Brown, A.D. 1964. Aspects of bacterial response to the ionic envi-
roment. Bacteriol. Rev. 28:296-329.

Brown, A.D. & K.Y. Cho. 1970. The walls of extremely halophilic
cocci. Gram-positive bacteria lacking muramic acid. J. Gen. Mi-
crobiol. 62:267-270.

Brown, A.D. & J.R. Simpson. 1972. Water relations of sugar-tol-
erant yeasts: the role of intracellular polyols. J. Gen. Microbiol.
72:589-591.

Brown, A.D. 1974. Microbial water relations. Features of the in-
tracellular composition of sugar-tolerant yeasts. J. Bacteriol.
118:769-777.

Brown, A.D. 1976. Microbial water stress. Bacteriol. Rev. 40:803-
846.

Brown, A. D. 1990. Microbial water stress physiology. Principles
and perspectives. Jhon Wiley & Sons, Ltd., Chichester, Uniten
Kingdom.

Bull, H.B. & K. Breese. 1974. Surface tension of amino acid solu-
tions: a hydrophobicity scale of the amino acid residues. Arch.
Biochem. Biophys. 161:665-670.

Burg, M.B., E.D. Kwon & E.M. Peters. 1996. Glycerophosphocho-
line and betaine counteract the effect of urea on pyruvate kinase.
Kidney Int. 50 (57):S100-5104.

Causton, H.C., B. Ren., S.5. Koh., C.T. Harbison., E. Kanin., E.G.
Jennings., T.1. Lee., H.L. True., E.S. Lander & R.A. Young. 2001.
Remodeling of yeast genome expression in response to environ-
mental changes. Mol. Biol. Cell 12:323-337.

Cayley, S., B.A. Lewis & M.T. Record Jr. 1992. Origins of the os-
moproltective properties of betaine and proline in Escherichia coli
K-12. J. Bacteriol. 174:1586-1595.

Chang, L. & M. Karin. 2001. Mammalian MAP kinase signalling
cascades. Nature. 410:37-40.

Christian, J.H. B. & J.A. Waltho. 1962. Solute concentrations
within cells of halophilic and non-halophilic bacteria. Biochim.
Biophys. Acta. 65:506-508.

Corredor, M., A.M. Davila., C, Gaillardin & S. Casaregola. 2000.
DNA probes specific for the yeast species Deabaryomyces hanse-
nii: useful tools for rapid identification. FEMS Microbiology Let-
ters. 193:171-177.

Crowe, 1.H., L.F. Carpenter & L.M. Crowe. 1998. The role of vitri-
fication in anhydrobiosis. Annual Review of Physiology. 60:73-03.
Cruz, 1.M., .M. Dominguez., H. Dominguez & J.C. Paraj6. 2000.
Xylitol production from barley bran hydrolysates by continuos
fermentation with Debaryomyces hansenii. Biotechnol. Lett.
22:1895-1898.

DasSarma, S. & P. Arora. 2001. Halophiles. Enciclopedia of Life
Sciences. 2001 Nature Publishing Group/www.els.net: 1-9.

De Virgilio, C., P. Piper., T. Boller & A. Wiemken. 1991. Acqui-
sition of thermotolerance in Saccharomyces cerevisiae without
heat shock protein hsp104 and in the absence of protein synthesis.
FEBS Lett. 288:86-90.

Dominguez, J.M. 1998. Xylitol production by free and immobi-
lized Debaryomyces hansenii. Biotechnol. Lett. 20:53-56.
Donald, E.N., M. Koukoumanos & H.J. Bohnert. 1999. Myo-Inosi-
tol-Dependent Sodium Uptake in Ice Plant. Plant Physiology.
119:165-172.

Dundas, 1.D., V.R. Srinivasan & Halvorson. 1963. A chemically
defined medium for Halobacterium salinarium strainl. Can. J. Mi-
crobiol. 9:619-624.

Eisenberg, H., M. Mevarech & G. Zaccai. 1995. Biochemical,
structural, and molecular genetic aspects of halophilism. Adv,
Protein. Chem. 43:1-62.

Epstein, W. 1986. Osmoregulation by potassium transport in Es-
cherichia coli. FEMS Microbiol. Rev. 39: 3-78.

Eriksson, P., L. Andre., R. Ansell., A. Blomberg & L. Adler. 1995.
Molecular cloning of GPD2, a second gene encoding sn-glycerol

Estralegias de adaptacion de microorganismos haldfilos y Debaryomyces hansenii

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

153

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

3-phosphate dehydrogenase (NAD*) in Saccharomyces cerevisi-
ae, and its comparison to GPD!. Mol. Microbiol. 17:95-107.
Estruch, F. 2000. Stress-controlled transcription factors, stress-in-
duced genes and stress tolerance in budding yeast. FEMS Microbi-
ology Reviews. 24:469-486.

Frangois, J. & J.L. Parrou. 2001. Reserve carbohydrates metabo-
lism in the yeast Saccharomyces cerevisine. FEMS Microbiol.
Rev. 25:125-145.

Fleet, G.H. 1990. Yeasts in dairy products. J. Appl. Bacteriol.
68:199-211,

Galinski, E.A. 1993. Compatible solutes of halophilic eubacteria:
molecular principles, water-solute interaction, stress protection.
Experientia. 49:487-496.

Galinski, E.A. 1995. Osmoadaptation in bacteria. Adv. Microb.
Physiol, 37: 273-328.

Galinski, E.A. & B.J. Tindall. 1992. Biotechnological prospects
for halophiles and halotolerant microorganisms. pp.6-114. In:
Herbert RH, Sharp RJ (eds.) Molecular biology and biotechnology
of extremophiles. Blackie, Glasgow.

Gambacorta, A., A. Gliozzi & M. De Rosa. 1995. Archaeal lipids
and their biotechnological applications. World J. Microbiol. Bio-
technol. 11:115-131.

Garabito, M.J., M.C. Mirquez & A. Ventosa. 1998. Halotolerant
Bacillus diversity in hypersaline environments. Can. J. Microbiol.
44:95-102.

Garcia-Perez, A. & M.B. Burg. 1991. Renal medullary organic os-
molytes. Physiol. Rev. 71:1081-1115.

Gasch, A.P., P.T. Spellman., C.M. Kao., O. Carmel-Harel., M.B.
Eisen., G. Storz., D. Botstein & P.O. Brown. 2000. Genomic ex-
pression programs in the response of yeast cells to environmental
changes. Mol. Biol. Cell. 11:4241-4257.

Ghoram, J. 1995. Betaines in higher plats-byosintheis and role in
stress metabolism. pp.171-203. In: Wallsgrove R.M, ed. Amino
acids and their derivates in higher plants. Cambridge: Cambridge
University Press.

Giaever, H.M., O.B. Styrvold., . Kaasen & A.R. Strém. 1988.
Biochemical and genetic characterization of osmoregulatory treha-
lose synthesis in Escherichia coli. J. Bacteriol. 170:2841-2849.
Gilles, R. 1987. Volume regulation in cells of euryhaline inverte-
brates. Curr. Topics Membr. Transport 30:205-247.

. Ginzburg, M. 1969. The unusual membrane permeability of two halo-

philic unicellular organisms. Biochim. Biophys. Acta. 173:370-376.
Girio, F.M., C. Amaro., H. Azinheira., F. Pelica & M.T. Amaral-
Collago. 2000. Polyols production during single and mixed sub-
strate fermentations in Debaryomyces hanseni. Bioresource Tech-
nol. 71:245-251.

Gullans, S.R., J.D. Blumenfeld., J.A. Balschi., M. Kaleta., R.M,
Brenner., C.W. Heilig & S.C. Hebert. 1988. Accumulation of ma-
jor organic osmolytes in rat renal inner medulla in dehydration.
Am. J. Physiol. 255:F626-F634.

Gustafsson, L. & B. Norkrans. 1976. On the mechanism of salt tol-
erance. Production of glycerol and heat during growth of Debary-
omyces hansenii. Arch. Microbiol. 110:177-183.

Gustin, M.C., J. Albertyn., M. Alexander & K. Davenport. 1998.
MAP kinase pathways in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Mi-
crobiol. Mol. Biol. Rev. 62:1264-1300.

GroB, M. 1997. Exzentriker des Lebens. Spektrum Akademischer
Verlag, Heidelberg, Berlin.

Hamaide, F., D.J. Kushner & G.D. Sprott. 1983. Proton motive
force and Na*/H* antiport in a moderate halophile. J. Bacteriol.
156:537-544.

Hirayama, T., T. Maeda., H. Saito & K. Shinozaki. 1995. Cloning
and characterization of seven cDNAs for hyperosmolarity-respon-
sive (HOR) genes of Saccharomyces cerevisiae. Mol. Gen. Genet.
249:127- 138.



154

72.
73.
4.
75.

76.

i

78.

79.

80.

81.
82.
83.
84,
85.

86.

87.

88.

89.
90.

91.

92.

93.

94,

Gonzalez-Hernandez el al

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

Hobot, J.A. & D.H. Jennings. 1981. Growth of Debaryomyces
hansenii and Saccharomyces cerevisiae in relation to pH and sa-
linity. Exp. Mycol. 5:217-228.

Hochachka, P.W. & G.N. Somero. 1984. Biochemical Adaptation.
Princeton, N.J: Princeton University Press.

Hochstein, L.I. & R. Bogomolni. 1999. GAT do extreme halophiles
tell us about the evolution of the proton-translocatong ATPases?
pp-273-280. In A. Oren (ed.), Microbiology and biogeochemistry of
hypersaline enviroments. CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla.
Hottiger, T., P. Schmutz & A. Wiemken. 1987. Heat-induced ac-
cumulation and futile cycling of trehalose in Saccharomyces
cerevisiae. J. Bacteriol. 169:5518-5522.

Imhoff, J.F. & F. Rodriguez-Valera. 1984. Betaine is the main com-
patible solute of halophilic eubacteria. J. Bacteriol. 160:478-479.
Iwahashi, H., S. Nwaka., K. Obuchi & Y. Komatsu. 1998, Evi-
dence for the interplay between trehalose metabolism and
Hspl04 in yeast. Appl. Environ. Microbiol. 64:4614-4617.
Jamison, R.L. & W. Kriz. 1982. Urinary concentrating mecha-
nism: structure and function. Oxford University Press, New York.
Johnson, M.K., E.J. Johnson., R.D. McElroy., H.L. Speer & B.S.
Bruff. 1968. Effects of salts on the halophilic alga Dunaliella vir-
idis. ). Bacteriol. 95:1461-1468.

Joshi, R., T. Ravindranathan., K.B. Bastawade., D.V. Gkhale.,
U.R. Kalkote & S.S. Sudge. 2000. Halophilic Pseudomonas
strain having accesion No. NCIM 5209 (ATCC 55940) and a
process for preparing D(-)N-carbamoylphenylglycine using said
strain. Patent US6121024. 2000 September 19.

Katz, A., U. Pick & M. Avron. 1989. Characterization and reconstitu-
tion of the Na*/H* antiporter from the plasma membrane of the halo-
philic alga Dunaliella. Biochim. Biophys. Acta. 983:1224-1229.
Kempf, B. & E. Bremer. 1998. Uptake and synthesis of compati-
ble solutes as microbial stress responses to high-osmolality envi-
ronments. Arch. Microbiol. 170: 319- 330.

Keyse, S.M. 2000. Protein phosphatases and the regulation of mi-
togen-activated protein kinase signalling. Curr. Opin. Cell Biol.
12:186-192.

Kikura, M., Y. Seno & H. Tomioka. 1998. Bacterial type
rhodopsin, bacterial type rhodopsin gene, recombinant DNA and
production of bacterial type rhodopsin. Patent JP10150987.
1998 June 9.

Kultz, D. & M. Burg. 1998. Evolution of osmotic stress signaling
via MAP kinase cascades. J. Exp. Biol. 201:3015-3021.

Kushner, D.J. 1968. Halophilic bacteria. Adv. Appl. Microbiol,
10:73-99.

Kyriakis, J.M. & J. Avruch. 2001. Mammalian mitogen-activated
protein kinase signal transduction pathways activated by stress
and inflammation. Physiol. Rev. §1:807-869.

Lai, M.C. & R.P. Gunsalus. 1992. Glycine betaine and potassium
ion are the major compatible solutes in the extremely halophilic
methanogen Methanohalophilus strain Z7302. J. Bacteriol.
174:747-7477.

Lang, F., G.L. Busch., M. Ritter., H. Volkl., S. Waldegger., E.
Gulbins & D. Haussinger. 1998. Functional significance of cell
volume regulatory mechanisms. Physiol. Rev, 78:247-306.
Langworthy, T.A., W.R. Mayberry & P.F. Smith. 1974. Long-
chain glycerol diether and poliol dialkyl glycerol triether lipids
of Sulfolobus acidocaldarius. J. Bacteriol. 119:106-116.

Lanyi, J.LK. 1974, Salt-dependent properties of proteins from ex-
tremely halophilic bacteria. Bacteriol. Rev. 38:272-290.

Lanyi, J.K. & R.E. McDonald. 1976. Existence of electrogenic
hydrogen/sodium antiport in Halobacterium cell envelope vesi-
cles. Biochemistry. 15:4608-4614.

Lanyi, J.K. & M.P. Silverman. 1979. Gating effects in Halobacteri-
um halobium membrane transport. J. Biol. Chem. 254:4750-4755.
Larsen, H. 1967. Biochemical aspects of extreme halophilism.
Adv. Microbiol. Physiol. 1:97-132.

95.

96.

97.

98,

99.

100.

101.

102.

103.

104.
105.
106.
107.

108.

109.

110.

1L

112.

113.

114,

115,

Estrategias de adaptacion de microorganismos halofilos y Debaryomyces hansenii

Larsson, C., C. Morales., L. Gustafsson & L. Adler. 1990. Os-
moregulation of the salt-tolerant yeast Debaryomyces hansenii
grown in a chemostat at different salinities. J. Bacteriol.
172:1769-1774.

Larsson, K., P. Eriksson., R. Ansell & L. Adler. 1993. A gene en-
coding sn-glycerol 3-phosphate dehydrogenase (NAD*) comple-
ments an osmosensitive mutant of Saccharomyces cerevisiae.
Mol. Microbiol. 10:1101-1111.

Lewis, D.H. & D.C. Smith. 1976. Sugar alcohols (polyols) in
fungi and green plants 1. Distribution, physiology and metabo-
lism. New Phytol. 66:143-184.

Lewis, J.G., R.P. Learmonth & K. Watson. 1995. Induction of
heat, freezing and salt tolerance by heat and salt shock in Sac-
charomyces cerevisiae. Microbiology. 141:687-694.

Ligterink, W. & H. Hirt. 2001. Mitogen-activated protein
(MAP] kinase pathways in plants: versatile signaling tools. Int.
Rev. Cytol. 201:209-275.

Lippert, K. & E.A. Galinski. 1992. Enzyme stabilization by ec-
toine type compatible solutes: protection against heating, freez-
ing and drying. Appl. Microbiol. Biotechnol. 37:61-65.
Londesborough, J. & O. Vuorio. 1991. Trehalose-6-phosphate
synthase/phosphatase complex from bakers yeast: purification of
a proteolytically activated form. J. Gen. Microbiol. 137:323-330.
Londesborough, J. & O.E. Vuorio. 1993. Purification of trehalose
synthase from baker's yeast. Its temperature-dependent activation
by fructose 6-phosphate and inhibition by phosphate. Eur. J. Bio-
chem. 216:841- 848.

Low, P.S. 1985. Molecular basis of the biological compatibility of
nature's solutes. pp.469-477. In: Transport Processes lono and
Osmoregulation (Gilles, R. and Gilles-Baillien, M., Eds.). Spring-
er-Verlag, Berlin.

Mackay, M.A., R.S. Norton & Borowitzka. 1984. Organic osmoreg-
ulatory solutes in cyanobacteria. J. Gen. Microbiol. 130:2177-2191.
Mademn, D., C. Ebel & G. Zaccai. 2000. Halophilic adaptation of
enzymes. Extremophiles 4:91-98.

McLachlan, J. 1960. The culture of Dunaliella tertiolecta Butch-
er a euryhaline organism. Can. J. Microbiol. 6:367-369.

Mager, W.H. & A.J. De Kruijff. 1995. Stress-induced transcrip-
tional activation. Microbiol. Rev. 59:506-531.

Marchler, G., C. Schilller., G. Adam & H. Ruis. 1993. A Saccha-
romyces cerevisiae UAS element controlled by protein kinase A
activates transcription in response to a variety of stress condi-
tions. EMBO J. 12:1997-2003.

Marshall, C.L. & A.D. Brown. 1968. The membrane lipids of
Halobacterium halobium. Biochem. J. 110:441-448.
Martinez-Pastor, M.T., G. Marchler., C. Schuller., A. Marchler-
Bauer., H. Ruis & F. Estruch. 1996. The Saccharomyces cerevi-
siae zinc finger proteins Msn2p and Msndp are required for tran-
scriptional induction through the stress-response element
(STRE). EMBO J. 15:2227-2235.

Marré, E. & O. Servettaz. 1959. Sul mecanismo di adattamento a
candizioni osmotiche estreme in Dunaliella salina. 11. Rapporte
fra concentracién del mezo esterno e composizione del succo
cellulare. Tai. Acad. Naz. Lincei Rend. Cl. Sci. Fis. Mat. Natur.
Ser.8. 25:567-575.

Meikle, A.J., R.H. Reed & G.M. Gaad. 1988. Osmotic adjustment
and the accumulation of organic solutes in whole cells and proto-
plasts of Saccharomyces cerevisiae. J. G. Microbiol. 134:3049-3060.
Moskvina, E., C. Schuller., C.T.C. Maurer., W.H. Mager & H. Ruis.
1998. A search in the genome of Saccharomyces cerevisiae for genes
regulated via stress response elements. Yeast. 14:1041-1050.

Lanyi, J.K. 1995. Bacteriorhodopsin as a model for proton pumps.
Nature. 75:461-463.

Nanjo, T., M. Kobayashi.,, Y. Yoshiba.,, Y. Kakubari., K.
Yamguchi-Shinozaki & K. Shinozaki. 1999. Antisense suppres-



Gonzalez-Hernandez et al

116.

117

118.

119,

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129,

130.

131

132.

133

sion of proline degradation improves tolerance to freezing and
salinity in Arabidopsis thaliana. FEBS Leu, 461:205-210.
Nissen, T.L.. M. Anderlund., J. Nielsen., J. Villadsen & M.C.
Kielland-Brandt. 2001. Expression of a cytoplasmic transhydro-
genase in Saccharomyces cerevisiae results in formation of 2-oxo-
glutarate due to depletion of the NADPH pool. Yeast 18:19-32.
Nobre, A., C. Lucas & C. Ledo. 1999. Transport and utilization of
hexosas and pentosas in the halotolerant yaest Debaryomyces
hansenii. Appl. Environ. Microbiol. 65:3594-3598.

Norbeck, J., A.K. Pdhlman., N. Akhtar., A. Blomberg & L. Adler.
1996. Purification and characterization of two isoenzymes of DL-
glycerol-3- phosphatase from Saccharomyces cerevisiae. Identifi-
cation of the corresponding GPP/ and GPP2 genes and evidence
for osmotic regulation of Gpp2p expression by the osmosensing
mitogen-activated protein kinase signal transduction pathway. J.
Biol. Chem. 271:13875-13881.

Norbeck, J. & A. Blomberg. 1997. Metabolic and regulatory
changes associated with growth of Saccharomyces cerevisiae in
1.4 M NaCl. Evidence for osmotic induction of glycerol dissimi-
lation via the dihydroxyacetone pathway. J. Biol. Chem.
272:5544- 5554.

Norbeck, J. & A. Blomberg, 2000. The level of cAMP-dependent
protein kinase A activity strongly affects osmotolerance and
osmo-instigated gene expression changes in Saccharomyces cere-
visiae, Yeast. 16:121-137.

Norkrans, B. 1966. Studies on marine occuring yeasts: Growth re-
lated to pH, NaCl concentration and temperature. Archiv. Fir
Mikrobiologie. 54:374-392.

Norkrans, B. 1968. Studies on marine ocurring yeast: Respiration,
fermetation and salt tolerance. Archiv. Fur Mikrobiologie.
62:358-372.

Norkrans, B. & A. Kylin. 1969. Regulation of the potassium to so-
dium ratio and of the osmotic potential in relation to salt tolerance
in yeasts. J. Bacteriol. 100-2:836-845.

Onishi, H. 1960. studies on osmophilic yeasts. Part IX. Isolation
of a new obligate halophilic yeast and some consideration on
halophilism. Bull. Agric. Chem. Soc. Jpn. 24:226-230.

Onishi, H. 1963, Osmophilic yeasts. Adv. Fodd Res. 12:53-94.
Onishi, H., M.E. McCance & N.E. Gibbons. 1965. A synthetic medi-
um for extremely halophilic bacteria. Can. J. Microbiol. 11:365-373.
Oren, A. 1986. Intracellular salt concentrations of the anaerobic
halophilic eubacteria Haloanaerobium praevalens and Halo-
bacteroides halobius. Can. J. Microbiol. 32:4-9.

Oren, A., M. Heldal & S. Norland. 1997. X-ray microanalysis of
intracellular ions in the anaerobic halophilic eubacterium Haloa-
naerobium praevalens. Can. J. Microbiol. 43:588-592.

Oren, A. 1999, Bioenergetic aspects of halophilism. Microbiol.
Mol. Biol. Rev. 63: 334-348.

Pdhiman, A.K., K. Granath., R. Ansell., S. Hohmann & L. Adler.
2001. The yeast glycerol 3-phosphatases Gpplp and Gpp2p are
required for glycerol biosintesis and differentially involved in the
cellular responses 10 osmolic, anaerobic, and oxidative stress, J.
Biol. Chem. 276:3555-3563.

Papageorgiou, G.C. & N. Murata. 1995. The unusually strong sta-
bilizing effects of glycine betaine on the structure and function of
the oxigen-evolving photosystem II com plex. Photosyntesis Re-
search. 44:243-252.

Park, J.1., C.M. Grant., P.V. Attfield & 1.W. Dawes. 1997. The
freeze-thaw stress response of the yeast Saccharomyces cerevisiae
is growth phase specific and is controlled by nutritional state via
the RAS-cyclic AMP signal transduction pathway. Appl. Environ.
Microbiol. 63:3818-3824.

Parrou, J.L., M.A. Teste & J. Frangois. 1997. Effects of various
types of stress on the metabolism of reserve carbohydrates in Sac-
charomyces cerevisive: genetic evidence for a stress-induced re-
cycling of glycogen and trehalose. Microbiology. 143:1891-1900.

Estrategias de adaptacion de microorganismos halofilos y Debaryomyces hansenii

134,

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142,

143,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

155

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

Pascual-Ahuir, A., R. Serrano & M. Proft. 2001a. The Skolp repres-
sor and Gendp activator antagonistically modulate stress-regulated
transcription in Saccharomyces cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 21:16-25.
Peterson, D.P., K.M. Murphy., R. Ursino., K. Streeter & P.H.
Yancey. 1992. Effects of dietary protein and salt on rat renal os-
molytes: covariation in urea and GPCcontents. Am. J. Physiol.
263:F594-F600.

Pocard, J.A., L.T. Smith., G.M. Smith & D. Le Rudulier. 1994. A
prominent role for glucosyglycerol in the adaptation of
Pseudomonas mendocina SKB70 to osmotic stress. J. Bacteriol.
176:6877-6884.

Posas, F., J.R. Chambers., J.A. Heyman., J.P. Hoeffler., E. de
Nadal & J. Arino. 2000. The transcriptional response of yeast to
saline stress. J. Biol. Chem. 275:17249-17255.

Posas, F. 2001. Personal communication.

Prista, C., A. Almagro., M.C. Loureiro-Dias & J. Ramos. 1997.
Physiological basis for the high salt tolerance of D. hansenii.
Appl. Environ. Microbiol. 63:4005-4009.

Proft, M. & R. Serrano. 1999. Repressors and upstream repressing
sequences of the stress-regulated ENA/ gene in Saccharomyces
cerevisiae: bZIP protein Skolp confers HOG-dependent osmotic
regulation. Mol. Cell. Biol. 19:537-546.

Proft, M., S. Pascual-Ahuir., E. de Nadal., J. Arino., R. Serrano &
F. Posas. 2001. Regulation of the Skol transcriptional repressor
by the Hogl MAP kinase in response to osmotic stress. EMBO J.
20:1123-1133.

Rathinasabapathi, B. 2000. Metabolic engineering for stress toler-
ance: installing osmoprotectant synthesis pathways. Ann. Botany.
86:709-716.

Rast, D.M. & G.E. Pfyffer. 1989. Botanical Journal of the Lin-
nean Society. 99:39-45.

Rengpipat, 8., S.E. Lowe & J.G. Zeikus. 1988. Effect of extreme
salt concentrations on the physiology and biochemistry of Halo-
bacieroides acetoethylicus. J. Bacteriol. 170:3065-3071.

Rep, M., V. Reiser., U. Holzmilller., J.M. Thevelein., S. Hohm-
ann., G. Ammerer & H. Ruis. 1999b. Osmotic stress-induced gene
expression in Saccharomyces cerevisiae requires Msnlp and the
novel nuclear factor Hotlp. Mol. Cell. Biol. 19:5474-5485.

Rep, M., M. Krantz., J.M. Thevelein & S. Hohmann. 2000. The
transcriptional response of Saccharomyces cerevisiae 10 osmotic
shock. Hotlp and Msn2p/Msndp are required for the induction of
subsets of high osmolarity glycerol pathway-dependent genes. J.
Biol. Chem. 275:8290-8300.

Rep, M., M. Proft., F. Remize., M. Tamas., R. Serrano., J.M. Thev-
elein & S. Hohmann, 2001, The Saccharomyces cerevisiae Skolp
transcription factor mediates HOG pathway-dependent osmotic
regulation of a set of genes encoding enzymes implicated in protec-
tion from oxidative damage. Mol. Microbiol. 40:1067-1083.
Rhodes, D. & A.D. Hanson. 1993, Quaternary ammonium and ter
tiary sulfonium compounds in higher plants. Plant Mol. Biol.
44:357 -384.

Rhodes, D. & Y. Samaras. 1994. Genetic control of osmoregula-
tion in plants. pp.347 -361. In **Cellular and Molecular Physiolo-
gy of Cell Volume Regulation'’ (S.K. Strange, Ed.). CRC Press,
Boca Raton, FL.

Robertson, D.E., M.F. Roberts., N. Belay., K.O. Stetter & D.R.
Boone. 1990, Detection of the osmoregulator betaine in methano-
gens. Appl. Environ. Microbiol. 56:563-565.

Robertson, D.E., M.C. Lai., R.P. Gunsalus & M.F. Roberts. 1992.
Composition, variation, and dynamics of major osmotic solutes in
Methanohalophilus strain FDF1. Appl. Environ. Microbiol.
58:2438-2443.

Rodriguez-Navarro, A. 2000. Potassium transport in fungi and
plants. Biochim. Biophys. Acta 1469:1-30.

Ruis, H. & C. Schiller. 1995. Stress signaling in yeast. Bioessays
17:959-965.



156

154.
155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

165.

166.

167.

168.

Gonzalez-Hernandez et al

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

Ryu, K., J. Kim & J.S. Dordick. 1994. Catalytic properties and
potential of an extracellular protease from an extreme halophile.
Enzyme Microb. Technol. 16:266-275.

Sauer, T. & E.A. Galinski. 1998. Bacterial milking: a novel bio-
process for production of compatible solutes. Biotechnol. Bioeng.
57:306-313.

Scarr, M.P. & D. Rose. 1966. Study of osmophilic yeasts produc-
ing inventase. J. Gen. Microbiol. 45:9-16.

Schmitt, A.P. & K. McEntee. 1996. Msn2p, a zinc finger DNA-
binding protein, is the transcriptional activator of the multistress
response in Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A. 93:5777-5782.

Schuller, G., J.L. Brewster., M.R. Alexander., M.C. Gustin & H.
Ruis. 1994. The HOG pathway controls osmotic regulation of
transcription via the stress response element (STRE) of the Sac-
charomyces cerevisiae CTTI gene. EMBO J. 13:4382-4389.
Siderius, M. & W.H. Mager. 1997. The general stress response in
search for a common denominator. pp.213-230. In S. Hohmann
and W. H. Mager (ed.), Yeast stress responses. R.G. Landes Com-
pany, Austin, TX.

Sizeland, P.C., Chambers, S.T., Lever, M., Bason, L.M. & R.A.
Robson. 1993. Organic osmolytes in human an do ther mammali-
an kidneys. Kidney Int. 43(2): 448-453.

Snyder, F. Ether lipids. Chemistry and Biology. 1972. (ed.). Aca-
demic Press Inc., New York.

Somero, G.N. & P.H. Yancey. 1997. Osmolytes and cell volume
regulation: physiological and evolutionary principles. pp.441-
484. In: Hoffman JF Jamieson JD (eds.) Handbook of physiology:
Section 14: cell physiology. Oxford University Press, New York.
Strom, A.R. & 1. Kaasen. 1993. Trehalose metabolism in Escher-
ichia coli: stress protection and stress regulation of gene expres-
sion. Mol. Microbiol. 8:205-210.

Talibart, R., M. Jebbar., G. Gouesbet., S. Himdi-Kabbab., H. Wrob-
lewski., C. Blanco & T. Bernard. 1994. Osmoadaptation in rhizobia:
ectoine-induced salt tolerance. J. Bacteriol. 176(17):5210-5217.
Thevelein, J.M. 1984. Regulation of trehalose mobilization in
fungi. Microbiol. Rev, 48:42-59.

Thevelein, J.M., & J.H. de Winde. 1999. Novel sensing mecha-
nisms and targets for the cAMP-protein kinase A pathway in the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol. Microbiol. 33: 904-918.
Thevelein, J.M., L. Cauwenberg,, S. Colombo., J.H. de Winde.,
M. Donation., F. Dumortier., L. Kraakman., K. Lemaire., P. Ma,,
D. Nauwelaers., F. Rolland., A. Teunissen., P, Van Dijck., M.
Versele., S. Wera & J. Winderickx. 2000. Nutrient-induced signal
transduction through the protein kinase A pathway and its role in
the control of metabolism, stress resistance, and growth in yeast.
Enzyme Microb. Technol. 26:819-825.

Thomé-Ortfz, P., A. Pefia & J. Ramirez. Monovalent cation flux-
es and physiological changes of Debaryomyces hansenii grown at
high concentration of KCI and NaCl. Yeast. 14:1355-1371.

169.

170.

171,

172

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

Estrategias de adaptacion de microorganismos halofilos y Debaryomyces hansenii

Trezzi, M., G. Galli & F. Bellini. 1965. The resistance of Du-
naliella salina to osmotic stresses. A. Bot. Ital. 72:255-263.
Treger, J.M., T.R. Magee & K. McEntee. 1998. Functional analy-
sis of the stress response element and its role in the multistress re-
sponse of Saccharomyces cerevisiae. Biochem. Biophys. Res.
Comm. 243:13-19.

Trollmo, C., L. André., A. Blomberg & L. Adler. 1988. Physio-
logical overlapp between osmotolerance and thermotolerance in
Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiol. Lett. 56:321-326.
Van Auken, O.W. & 1.B. McNulty. 1968. Some growth character-
istics of a halophilic Chlamydomonas. Proc. Utah Acad. Sci.
45:312-313.

Van Uden, N. 1968. Marine Yeasts. Advances in Microbilogy of
the Sea. pp. 168-201. Ed. M.R. Droop and E.S. Ferguson Wood.
Vol. 1. Academic Press London and New York.

Ventosa, A., J.J. Nieto & A. Oren. 1998. Biology of moderately
halophilic aerobic bacteria. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62:504-544.
Volcén, B.E. 1944, The microorganisms of the Dead Sea. pp.71-85.
In Papers collected to commemorate the 70" anniversary of Dr.
Chaim Weizmann. Daniel Sieff Research Institute, Rehovoth, Israel.
Walsby, A.E. 1971. The pressure relationships of gas vacuoles.
Proc. R. Soc. London Scr. B. 178:301-326.

Welsh, D.T. 2000. Ecological significance of compatible solute
accumulation by micro-organisms: from single cells to global cli-
mate. FEMS Microbiol. Rev. 24:263-290.

Winderickx, J., J.H. de Winde., M. Crauwels., A. Hino., S. Hohm-
ann., P. Van Dijck & J.M. Thevelein. 1996. Regulation of genes
encoding subunits of the trehalose synthase complex in Saccharo-
myces cerevisiae: novel variations of STRE-mediated transcrip-
tion control? Mol. Gen. Genet. 252:470-482.

Wong, B., T.E. Kiehn., F. Edwards., E.M. Bernard., R.C. Mar-
cove., E. de Harven & D. Armstrong. 1982. Bone infection caused
by Debaryomyces hansenii in a normal host: a case report. J. Clin.
Microbiol. 16:545-548.

Wood, J.M. 1999. Osmosensing by bacteria: signals and mem-
brane-based sensors. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 63:230-262.
Zahringer, H., J.M. Thevelein & S. Nwaka. 2000. Induction of neu-
tral trehalase nth1 by heat and osmotic stress is controlled by STRE
elements and Msn2/Msn4 transcription factors: variations of PKA
effect during stress and growth. Mol. Microbiol. 35:397-406.

Correspondence to:

J.C. Gonzélez-Herndndez

Departamento de Genética Molecular,
Instituto de Fisiologfa Celular,

Universidad Nacional Auténoma de México,
México, D.F. C.P. 04510, A.P. 70-242,

Tel. 56 22 56 33, Fax. 56 22 56 30.

E-mail: jegonza@ifisiol.unam.mx



actores que influyen en el
transporte del potasio en la
levadura

! . T s ] 4 5 . 5
Juan Carlos Gonzdlez-Herndndez', Victoriano Pérez-) u:;{ue:z ¥y Amtonio Peiia’

Dpto. de Genética Molecular' y Bioquimica®. Instituto de Fisiologia Celular. UNAM

Resumen

El transporte del potasio es fundamental para todas las células. En la levadura Sac-
charomyces cerevisiae se propuso como un intercambiador H'/K" dependiente del
potencial redox. Sin embargo, posteriormente se demostré que hay una ATPasa que
bombea protones y genera un potencial electroquimico que impulsa al K* al interior
por un transportador diferente. Mediante experimentos en la levadura intacta, el aisla-
miento y la reconstitucion de los sistemas de transporte H'-ATPasa/transportador de
K*. se ha demostrado que los sistemas funcionan por separado. Ademas, se han clo-
nado los genes de ambos sistemas. De hecho, S. cerevisiae contiene dos sistemas
de captacion de K' (Trk1p y Trk2p). También hay varios intercambiadores H'/K" que
parecen tenerimportancia para la regulacién del pH interno y la acumulacion de K* en
la levadura. Ademas, se ha caracterizado un canal de K', el cual permite la salida del
K' citosolico.

Palabras Clave: Transporte, potasio, levadura.

Abstract

Patassium transport is fundamental within the cell. The first redox potential dependent
H'/K" antiporter was proposed to exist in the yeast Saccharomyces cerevisiae. In ad-
dition, an ATPase that pumps 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 (Trk1p and Trk2p). There are also several
exchangers H'/K" that seem be important for the regulation of internal 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.

Introduccién

Elion potasio (K') es un componente indispensable para todas las formas celulares, y
todas dependen de la captacién, y eventualmente de la liberacion de K* para crecer y mante-
nerse. Es también conocido que las células en la mayoria 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 captacion del K™ en células
eucaribticas (diferentes a las de mamifero), mostraron que en las levaduras el K* parecia 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*. Elgrupo de Con-
way observo primero la produccién de una gran cantidad de 4cido (H") por la levadura (3). y
realizé estudios orientados a definir el mecanismo del transporte del K', en los cuales obser-
vo una relacion practicamente estequiométrica de 1:1 entre la entradade K* yla salidade H'
al medio durante la fermentacion (3). Esto lo llevé 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
fisiolégico de K", y se propuso una “bomba” que podia 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 lacélula (4, 5). Este es un procesoim-
portante, no solo parala célula, sino también desde el punto de vista industrial; S. cerevisiae,
al entrar en contacto con el medio, tiene la capacidad de acidificarlo expulsando H' 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 acido.

Una parte del problema se resolvio a partir de los experimentos de Rothstein y Demis
(6), quienes encontraron que la fermentacion se estimula en presencia de K extracelular, en
otro estudio la adicién de K' también estimula la respiracion (7).

Mediante experimentos de transporte y aplicaciones cinéticas, también fue la levadu-
ra en la que por primera vez se demostré la presencia de un acarreador de K' (8, 9), pero
manteniendo la hipotesis de la existencia de un intercambiador que transporta simultanea-
mente los H' al exterior y el K* al interior, ambos en contra de un gradiente de concentracién,
inducido por la energia libre de las reacciones de 6xido-reduccion del metabolismo celular

(5).

Algunos afios después, Pefa y cols. (10) propusieron la existencia de una bomba de
protones en la forma de una ATPasa, capaz de bombear protones y generar un potencial
electroquimico, 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 demostré que la ATPasa de la membrana
plasmatica en células de Neurospora crassa utiliza energia libre hidrolizando ATP para bom-
bear H' fuera de la célula (11). También mediante estudios enla levadura intacta, Pefiay Ra-
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mirez (12) demostraron que el transporte del K’ tiene lugar mediante el mecanismo
propuesto por el grupo de Slayman.

En otros experimentos. Pefia y cols. (10) observaron que el pH alcalino del medio de
incubacion sin K* también estimula ambos procesos celulares (fermentacion y respiracion),
y que ésto se acomparia de una salida rapida de H'; ademas de que la salida de H" se acele-
ra al agregar K", pero sélo cuando el pH del medio es acido (4.0). Se encontr6 que tanto la
adicion de K' como el aumento del pH del medio producen una rapida disminucion de los ni-
veles de ATP y un aumento de ADP y fosfato inorganico (6, 12). Dado que el elemento co-
mun es un aumento del bombeo de protones al exterior. de acuerdo con la teoria
quimiosmatica 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 adicion del K', el potencial
transmembranal, que impulsa al K" al interior, se abate, aumentando la actividad de la ATPa-
say el bombeo de protones. En vista de que esta ATPasa se estimula en medio alcalino, en
el cual no hay transporte de potasio sino solo el bombeo de protones, se propuso su existen-
cia como una entidad separada, pero acoplada al transporte del K* a través del potencial
electroquimico.

Otro enfoque para demostrar que el transporte del K" implicaba dos sistemas diferen-
tes, una ATPasa de protones y un acarreador del cation, consistio 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 demostré 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 sugirié 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 revision, discutiremos brevemente los factores que influyen en el transporte

del K* como el potencial de membrana, el pH del medio y las vias involucradas en el trans-
¥
porte de K.

El potencial de membrana y el transporte del K™

Mitchell postulé que el intermediario en la fosforilacion oxidativa era un gradiente de
protones creado a través de la membrana (13, 14). Laidea central de su hipétesis establece
que la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias o de |las bacterias aerobicas
esta acoplada a la sintesis de ATP mediante un potencial electroquimico de protones Auy",
el cual se crea a traves de las membranas transductoras de energia y el cual es necesario
también para mover los iones al interior de las mitocondrias (o las bacterias) en contra del
gradiente de concentracion quimica mediante sistemas de transporte especificos. Otra de
las contribuciones importantes de Mitchell consistio en postular que la ATPasa mitocondrial,
al hidrolizar al ATP, puede bombear protones al exterior de la membrana, pero que es una
enzimareversible, que en presencia del gradiente electroquimico de H lo utiliza para sinteti-
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zar el ATP a partir de ADP y fosfato inorganico; 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 plasmatica. Esto se demostré en los
trabajos de Pefiay cols. (10) sobre el efecto del pH y del K" sobre la glucdlisis y la respiracion
en las levaduras, donde plantearon la posible existencia de una ATPasa que funciona como
una bomba de H". que consume una fraccion 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 (10, 13).

En experimentos con desacoplantes se observo que, con glucosa como sustrato, se
inhibe el transporte del K* sin disminuir los niveles de ATP, y que su efecto depende de la di-
reccion de los gradientes combinados de H' y K* o del potencial electroquimico de la célula,
de acuerdo con la capacidad reportada para conducir H' a través de la membrana. Esto de-
mostré la existencia de una bomba de H' (H'-ATPasa), responsable de crear el potencial
electroquimico que involucra el transporte de potasio de una forma acoplada pero indepen-
diente (12), de acuerdo con la hip6tesis quimiosmaética (14).

Hay varios mecanismos para la formacion de los potenciales electroquimicos a traves
de las membranas biolégicas. Desde luego que en la levadura el mas importante es el gene-
rado por el bombeo de H' por la ATPasa de la membrana plasmatica, y se pueden cuantifi-
car, segun el mecanismo, por la teoria de Nernst o la de Donnan que permiten calcular la
magnitud del potencial o describir la relacion de concentracion de los iones.

EIK', al acumularse utiliza y por tanto disminuye el potencial de membrana formado
por el bombeo de H', permitiendo aumentar el gradiente de protones (ApH) y disminuyendo

en parte el gradiente eléctrico (A'). cuyo valor aun se discute, pero que se estima en cerca
de -200 mV en S. cerevisiae (17).

La confirmacién de la H*-ATPasa de la membrana plasmatica como componente res-
ponsable del bombeo de H' capaz de generar un gradiente electroquimico, provino de estu-
dios con mutantes de la levadura deficientes en la respiracion y con inhibidores dela ATPasa
de membrana plasmatica. Con estas mutantes de S. cerevisiae, Serrano (18) observo 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 nila permea-
bilidad de los protones; con lo que concluy6 que la actividad de la ATPasa de membrana
plasmatica esta implicada en el bombeo de protones en la levadura.

Posteriormente, se obtuvo evidencia mas directa de la actividad del bombeo de H" por
la ATPasa de membrana plasmatica y la electrogenicidad del proceso. al purificar la enzima
y reconstituirla en liposomas, tanto a partir de S. cerevisiae (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
hidrolisis. La naturaleza electrogénica del bombeo de H*, se demostré por la transposicion
de H' que s6lo tiene lugar en presencia del K" y el ionéforo valinomicina para compensar las
cargas.

Finalmente, Serranoy cols. (21) clonaron y obtuvieron la secuencia nucleotidica y de

aminoa4cidos de la enzima H'-ATPasa de S. cerevisiae, y otros investigadores las de otras
levaduras y hongos (22).

Diciembre de 2003 112 Ciencia Nicolaita No. 36




Factores gue influyen en el transporte del potasio en la levadura

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

Durante la actividad metabdlica celular se genera una diversidad de compuestos que
tienden a producir una acidificacion interna; por esta razén, la medida del pH interno es un
tema de importancia en el area, ya que el pH determina distintas caracteristicas importantes
de la estructura y actividad de varias moléculas y procesos biologicos (incluyendo los de
transporte) y. por lo tanto, del comportamiento general de las células. Si ademas una buena
parte de los fendmenos de transporte de lalevadura dependen de la actividad de una ATPa-
sa que bombea H" al exterior, es necesario tener informacion 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 investigacién han tratado de
determinar los valores y la respuesta del pH interno ante diferentes condiciones de incuba-
cion. Asi, Pefiay cols. (10), reportaron que el pH externo influye de una maneradirecta en el
pHinterno, y si se afiade glucosa como sustrato, el pH aumenta, gracias al bombeo de proto-
nes. Este dato fue confirmado posteriormente mediante una técnica mas precisa (23)

Por otro lado, el pH celular también depende del estado metabdlico de la célula y de
las diferentes condiciones de cultivo; pero a pesar de que existe una tendencia delacélulaa
mantener la concentracion interna de H' dentro del intervalo de operacion 6ptima de varias
enzimas citoplasmicas (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, 1a produccion de acido carbonico y otros acidos organicos debiles por parte de la
célula (25).

La regulacion del pH interno de la levadura

El principal mecanismo por el cual la levadura se deshace de los protones consiste en
su transposicion a través de la membrana por medio de la H*-ATPasa, con lo cual retiene
una cantidad considerable de aniones de acidos débiles producto de su metabolismo. Esto
lleva aladiscusion sobre el papel regulador dela H'-ATPasa de la membrana plasmatica 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 si regula el pH interno;
sin embargo, parece tratarse mas bien de una capacidad de la enzima simplemente para
bombear mas H' mientras mas haya, perono aun papel requlador propiamente dicho (24).

Elbombeo 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 esperaria produjera valores mas bajos de pH que
en presencia de etanol, por la produccion de CO; y el acido carbénico derivado de su hidra-
tacion, en realidad es mas alto (5. 25). De esta manera. el bombeo de H' por la H'-ATPasa
de la membrana plasmatica, en especial a valores altos de pH externo, o atin a pH bajos en
presenciade K', da lugar a una alcalinizacion del citoplasma, como resutado neto de la acu-
mulacion de bicarbonato (7, 10). Resulta entonces que la ATPasa es mas bien |a responsa-
ble de los cambios, que la reguladora del pH interno.
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La regulacién del pH interno requiere de un mecanismo que evite una exagerada al-
calinizacion en presencia de glucosa, tanto a un pH alto del medio, como en presenciadeK”.
Al respecto, se ha propuesto que hay un intercambiador H'/K" que tiene la funcién de expul-
sar al cation monovalente a cambio de H' y asi evitar |a alcalinizacion exagerada del cito-
plasma (26). Otros grupos han propuesto intercambiadores con funcién semejante, como el
considerado originalmente Na'/H", codificado por el gen Nah1 (27). Se ha identificado otro
intercambiador semejante en el interior celular (28). No obstante, el problema esta todavia
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-
branay el 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 saturacion del
tipo Michaelis-Menten, lo cual indica la participacion 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 atin el Na* entra a la célula por el mismo transporta-
dor que el K",

El grupo de Borst-Pauwels (30) encontrd también una estimulacion del transporte de
cationes monovalentes por influencia de otros iones en el medio de incubacion, pero a con-
centraciones muy pequeiias. A partir de estos estudios, Haro y Rodriguez-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, Rodriguez-Navarro y Ramos observaron que la cinética del
transporte varia significativamente dependiendo de las condiciones de crecimiento y ensa-
yo (32). En un sistema con células en crecimiento, la situacion es mas compleja, porque se
manifiestan dos sitios de interaccion 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 uM, que se presenta
cuando la concentracién de K* en el medio de crecimiento se reduce a 5 M. Estos sistemas
de transporte no sélo difieren en su cinética, sino también en su dependencia del pHy dela
temperatura, sensibilidad a desacoplantes y respuesta a cambios del ATP. La existencia de
estos dos sistemas de transporte se confirmé al clonar y secuenciar los genes correspon-
dientes. TRK1 y TRK2 y obtener las mutantes respectivas (34, 35).

Serrano y Rodriguez-Navarro (36) clonaron y secuenciaron €l gen de la ATPasa de
H'. tipo P. codificada por Pma1 (Fig. 1, No. 1) que energiza la membrana plasmatica, crean-
do un potencial transmembranal que probablemente varia entre -100 y -250 mV y un gra-
diente de pH de 2-4 unidades. El potencial de membrana impulsa la captacion de K* via los
transportadores Trk1py Trk2p (Fig. 1, No. 2) y por canales no selectivos de cationesde Na'y
K", lo cual se confirmé en plantas, pero no en las levaduras (Fig. 1, No 3). EINa' es expulsa-
do por otra ATPasa tipo P codificada por el gen ENA1 (Fig. 1, No. 4) y por los antiportadores
electroneutros codificados por Nha1 (Fig. 1. No. 5). La compartimentalizacion 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). Ademas se ha caracterizado un canal rectificador
de K' (TOK1) que promueve la salida del mismo catién (Fig. 1, No. 8) (37).

3 NaoK* 4 Na

§ Na' oK

8 Tokl

Vacuola H”

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 deNa® y K™
No. 4. ATPasa tipo P codificada por el gen Enal; No. 5, antiportador electroneutro codificado por Nha1; No. 6,
antiportador Na'/H’, codificado por el gen Nhx1; No. 7 ATPasatipo V, codificada por el gen Vmay No. 8, canal
rectificador de K* (TOK1). Tomado y modificado de Serrano y Rodriguez-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 clonacion 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 estan enfocados a esclarecer las bases mole-
culares de la expresion y la regulacion de los transportadores. Esto se puede realizar me-
diante la sobreexpresion de las proteinas de transporte, lo que facilitara su purificacion para
realizar estudios estequiométricos, de estructura y de regulacion; complementado con estu-
dios cristalograficos. En nuestro grupo de investigacion también estudiamos el transporte
de K'yNa' enlalevadura marina Debaryomyces hansenii. Este trabajo nos permite estable-
cer que existen mecanismos diferentes para la salida del K* o el Na*, que es tan rapida, que
permite proponer un canal ibnico como la via mas légica. Los cambios subsecuentes, que
ocurren en las levaduras incubadas con el cation opuesto, pueden explicarse mediante la
existencia de un uniportador que ambos cationes al interior de la célula, pero con mayor afi-

Ciencia Nicolaita No. 36 115 Diciembre de 2003




Factores que inﬂgen en el transporte del potasio en la levadura

nidad por el K*, que por el Na' (datos no publicados); ademas, a través de mutaciones, se
estudio la relacion que existe entre los diferentes sistemas involucrados en los flujos de io-
nes. Sychrova y cols. (38) reportaron que la delecion del gen NHA1 esta implicada en la re-
gulacion del pH intracelular en S. cerevisiae; esta delecion promueve un aumento del pH
citoplasmico en las células suspendidas en agua ¢ en diferentes medios de incubacion. La
adicion del KCl a las células ayunadas dio lugar a una alcalinizacion mucho mas alta del pH
citoplasmico en una cepa que carecia de Nha1p comparado con la cepa control.
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Abstract

Debaryomyces hansenii, a halophile yeast found in shallow sea waters and salty
food products grows optimally in 0.6 m of either NaCl or KCl, accumulating high
concentrations of Na* or K*. After growth in NaCl or KCl, a rapid efflux of either
accumulated cation was observed if the cells were incubated in the presence of KCl
or NaCl, 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 external cations. This yeast shows a cation
uptake activity of both *Rb* and ?Na* with saturation kinetics, and much higher
affinity for *Rb* than for *Na*. The pH dependence of the kinetics constants was
similar for both cations, and although K, values were higher at pH 8.0, there was also
an increase in the V,,,, values. The accumulation of 2Na* was found to be increased
in cells grown in the presence of 0.6 M NaCl. ¥ Rb* was also accumulated more in
these cells, but to a slightly greater extent. The inhibition kinetics of the uptake of
2Nat by K*, and that of ¥ Rb* 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

Introduction

found in salty environments, such as sea water
or salted foods also represents an excellent model

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 (Gonzilez-Herndndez and Peiia, 2002).
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.

organism.

Fungi and plants transport K* through an elec-
trical membrane potential difference generated by
an H*-ATPase, driving the uptake of Kt (Pefia
et al., 1972; Pena, 1975; Goffeau and Slayman,
1981) Trklp and Trk2p are responsible for potas-
sium and sodium influx in §. cerevisiae, showing a
much higher affinity for K* when both cations are
present (Ramos er 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 (Bafuelos
et al., 1998).

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
(Gémez etal., 1996). It was proposed that it
possesses a Na™/K* antiporter, because although
accumulating large concentrations of Na‘t, 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 1w of
both NaCl and KCl (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 ml liquid media
at 30°C for 24 h in YPD, with or without 0.6 or
1.0 M either KCI or NaCl. 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 NaCl: Na06, Nal, Na2
and Na3, respectively; or with 0.6, 1.0, 2.0 and
3.0 M KCI: K06, K1, K2 and K3, respectively.

Measurement of intracellular Na* and K*
content

Internal 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 internal value of water

Copyright @ 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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under the different conditions, measured from the
distribution of the radioactive isotopes '*C-sucrose
and 3H,0. They were determined in the supernatant
obtained from 500 pl cells (0.5 g/ml grotein); and
assuming the uniform distribution of “"H,O within
the cell. The internal water content was as follows:
for cells cultivated in YPD, 44%; Na06 and Nal,
35%; K06, 44%; K1, 39%.

Extracellular Nat and KT

The efflux of the cations was measured in the
medium after incubating the cells (250 mg) in
20 mM of either MES-TEA, pH 6.0 (20 mM 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 ml at 30°C. The suspension was centrifuged
and Na* and K* were measured in the supernatant.

Exchange of radioactive cations

Cells, 1 g wet weight in 12 ml, were loaded by
incubation for 14 h with either SO mm 22NaCl or
50 mm 36RbCI 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 mM glucose. The efflux of
2Z2Na* and %6Rb* was evaluated in the absence
or presence of different concentrations of KCI or
NaCl, respectively (1, 10 and 100 m). At 30 s inter-
vals, 200 pl aliquots were withdrawn; the samples
were filtered through 0.45 pm pore cellulose nitrate
filters, washing twice with 5 ml 10 mm 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 mm MES-
TEA, pH 6.0, or BICINE-TEA, pH 8.0 plus 50 mum
glucose. In the accumulation experiments, the con-
centrations of 36Rb* or ?Nat were 20 mm and
40 mM, respectively; for kinetic experiments, vari-
able concentrations of *Rb* or 22Na* were added.
At 2 min intervals, samples of 200 pl incuba-
tion mixture were withdrawn and filtered through

Yeast 2004; 21: 403-412.
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0.45 pm cellulose nitrate filters, washing twice with
5 ml 10 mm KCI. The filters were dried to measure
radioactivity in a scintillation counter (Beckman
L.S6500). 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 NaCl
produced a clear decrease of growth compared with
KCl. Also, the lag phase increased in the presence
of either 2 M NaCl or KCl. 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 K1 contained only a small amount
of Na*. Na06 and Nal cells accumulated high

Table 1. Doubling time of D. hansenii grown in different
media

Doubling time (h)

C 346
Na0é 277
Nal 310
Na2 7.04
Na3 99

K6 251
Kl 267
K2 499
K3 ; 1022

Doubling time was determined from the exponential phase of tre
curves. Cells were grown as described under Matenals and metheocs
The results are the means of three expenments.

Table 2. Intracellular concentrations of Na™ and K~
of cells grown in the absence or presence of different
concentrations of NaCl or KCI

c Na06  Nal K06 Kl
Na* [mm] 677 143.79 236.70 593 457
Kt (mM) 15308 10859 5856 17584 18637

After growth and twice washing with water, the cells (250 mg) were
suspended in water and boiled in a water bath during |5 min; the
suspension was centrifuged and the supernatant was used to measure
Na* and K* in the flame photometer. The results are the mears +
SEM (n=3)

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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concentrations of Na* and moderate concentrations
of K*, with an internal 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
internal 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
NaCl, respectively (Table 2). Cells grown with
different salt concentrations, of either NaCl or KCl
were incubated in the presence of 1.0 M KCI or
1.0 M NaCl, 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 Nat or K*
present in the cells before incubation (Table 2).
Cells cultivated in YPD (Figure 1A, B), when
incubated in the presence of 1 M KCl, showed at
first a slight increase of K*, which soon stabilized
around 125 mMm, whereas sodium was almost totally
expelled. Incubating in 1 M NaCl, an immediate
efflux of K™ was observed, reaching approximately
50 mM which remained rather stable, accumulated
up to 25 mM of Nat, and continued accumulating
Na* at a rather constant rate. When cells grown
in either NaCl or KC| were incubated in the
presence of the opposite cation (Figure 2A, B),
a rapid efflux was observed of the accumulated
Na* or K*, respectively. However, this efflux 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
also observed if the cells were simply incubated in
buffer, without the addition of cations; in Table 3
we present the internal concentrations of Na* and
K™ at external pH 6.0 or 8.0. In both cases the cells
very rapidly lost the accumulated cation, whether it
was Nat or K*. At external 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™ efflux.

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

Yeast 2004; 21: 403-42.
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Figure . Changes in the intracellular concentrations of Na* and K* of cells grown in YPD and then incubated with | M
either KCl or NaCl; 5 ml cells (2.5 g) grown in YPD were incubated in 100 ml | M solution of KCl or NaCl and 50 mm
glucose. At the indicated times, aliquots of 10 ml 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 NaCl and then incubated in the presence of [.0 M either NaCl or KCI, respectively. The experimental procedure was
similar to that of Figure |. Numbers are the respective means [SEM (n = 3)]

initial transport rates of 22Na*, or ®Rb™ as an ana-
logue of K*. The kinetic constants were obtained
for C, Na06 and KO06. 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) K, values for
22Na* or *Rb* were similar to one another for the
cells grown in media with or without salt at pH 6.0
or 8.0, respectively; (b) Kn values for 2*Nat were

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

around 10-fold higher that those for 3Rb* at pH
6.0, and about three-fold higher at pH 8.0; (c) the
K, values for both cations were higher at pH 8.0
than pH 6.0; (d) it is important that the trans-
port of 36Rb* occurred with an almost three-fold
greater affinity at pH 6.0, compared with pH 8.0.
For Na*, this difference was only around 50%:;
(e) the Vipax values were two- to three-fold higher
for the cells in the experiments at pH 8.0 compared

Yeast 2004; 21: 403-412.
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Table 3. Extracellular and internal concentrations of Na* and K™, in cells grown in different media
External pH 6.0 External pH 8.0
OUT [mM] IN [mM] OUT [mM] IN [mm]
Na“' K+ Nat K+ MNat Kt Na+t K+

C 146 081 301 152.19 27 14.95 377 138
Na0e 8853 048 5517 108.02 79.98 048 63.72 108.02
Nal 84.32 0.58 15238 5792 79.40 041 157.3 58.09
KO& 4.19 7040 1.78 1054 48 50.26 I.17 125.54
Kl 368 7333 0.99 11297 496 6643 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). 50 mm of glucose (final volume.
5.0 ml). at 30°C. The suspension was centrifuged and the supematant was used to determine the Na™ and K™ in the flame photometer, The

results represent the means &+ SEM (n = 3).

Table 4. Kinetic parameters of #Rb* and 2Na* transport
at pH 6.0 and 8.0, of D. hansenii grown in the absence or
the presence of 0.6 M of either NaCl or KCI

pH 6.0 pH 8.0
8Rb* Vs Km Vimax Ken
C 23 1.3 75 53
MNals 50 1.3 94 40
K06 30 1.6 59 53

pH 6.0 pH 8.0
3 Na* Vinax K Y max Km
L& 30 10.6 49 158
Na0é 25 120 74 200
K06 25 120 42 123

The transport of labelled cations was measured as descnbed under
Methods. [Vinax: mol/min/g; Koy (mm)]. Results represent the means
+ SEM (n = 6).

with pH 6.0; (f) it is interesting that at both pH 6.0
and 8.0, the V. values were not very different
between ?Nat and *Rb*; (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 Vi ,x was observed.

Thomé et al. (1998), reported that >Na* 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 ®Rb* was determined
(Figure 4A, B); the Na06 cells accumulated more
8Rb* 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 **Rb™ was faster and larger at pH
8.0 compared with pH 6.0 in all culture conditions.

Kinetic studies were also performed of the com-
petition of 0, to 48 mm K™, against the transport
of 0.5-60 mM *’Na*. 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 SA 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 3Rb™ transport (Figure 6).
Figure 6 shows the double reciprocal plots of the
results at pH 6.0 and 8.0, in experiments measuring
the transport of 0.5-20 mm 3Rb* in the presence

Yeast 2004; 21: 403-412.
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Figure 3. Accumulation of 2Na* at pH 6.0 (A) or 8.0
(B) by D. hansenii grown in YPD with 0.6 M either NaCl 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 ml), at 30°C; 40 mm
2NaCl was added. Aliquots of 200 pl 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 NaCl. The inhibition by NaCl 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 Nat of 42.7 to
33.8 mM was observed (Table 5B).

To explore the possible existence of a K*/Na*t
exchanger (Norkrans, 1968; Norkrans and Kylin,
1969; Thomé et al., 1998), the efflux of ?*Na* and
8Rb* (pH 6.0 and 8.0) in the presence of KCI
and NaCl was measured. All cells, during loading

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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Figure 4. Accumulation of ®Rb* at pH 6.0 (A) and 8.0
(B) of cells grown in YPD with 0.6 M either NaCl 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 ml), at 30°C; 20 mM #RbCl was
added. Aliquots of 200 pl incubation mixture were taken
at the indicated times and handled as described under
Methods. Results are the means [SEM (n = 6)]

(C, Na06 and KO06), accumulated more *Rb*
in comparison with 2Na*, and the loading with
2Na™ after the different conditions of cell culture
(C, Na06 and KO06) did not show differences.
Cells grown in the presence of salts (Na06 and
K06), accumulated approximately twice the amount
of 36Rb* in comparison to those grown in the
presence of YPD (C). After loading the cells, the
efflux of the accumulated isotope was evaluated in
the absence or presence of different concentrations
of KClI and NaCl; the efflux was fast and very
similar under all experimental conditions (results
not shown).

Yeast 2004; 21: 403-412.
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Figure 5. Inhibition kinetics of 2Na™ transport by K* at pH
6.0 (A) or pH 8.0 (B) of D. hansenii grown in YPD. 50 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 ml),
at 30°C. Variable concentrations of KC| were added. O,
control; ©, | mM; A, 12 mm; V, 24 mr; O, 48 mm of KCI,
Aliquots of 200 pl were taken, filtered and washed with
10 ml 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 NaCl 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 2Na* (A)
and *Rb™ (B) transport by D. hansenii at pH 6.0 and 8.0

pH 6.0 pH 8.0
A [Ki (mM)] [Ki (mM)]
c 565 414
Na0é 713 364
K06 56.3 528

pH 6.0 pH 8.0
B [Ki (mm)] [K; (mm)]
Cc 723 273
Na0é 356 356
K06 427 338

The competition of 0, to 48 mm K™, against the transport of
05-60 mm 22Na* was studied. Kinetic studies were also performed
to measure competition of Na* for #Rb* transport in expenments
measuring the transport of 0.5-20 mr 36Rb* in the presence of
0-48 mm NaCl. The expenments were camed out at pH 6.0 (20 mm
MES-TEA) or pH 8.0 (20 mt BICINE-TEA), 50 mM glucose. Aliquots
of 200 ul were taken, filtered and washed with |0 mi KCl, as described
under Matenals 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 Nat or K* accumulated during
growth was quantitatively much higher and faster
for both cations than the influx of the opposite
cation. These findings permit the suggestion that
this yeast has an ionic channel allowing the rapid
efflux 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 efflux, because the efflux
was also observed in the absence of the opposite
cation. This proposed cation channel would also

Yeast 2004; 21: 403-412.
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Figure 6. Inhibition kinetics of ®#Rb* transport by Na*
at pH 6.0 (A)and pH B.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 ml),
at 30°C; variable concentrations of NaCl were added. [,
control; O, | mM; A, 12 mM; V, 24 mM; 0, 48 mM of NaCl.
Aliquots of 200 ul were taken, filtered and washed with
10 ml KCI. Results are the means [SEM (n = 6)]

appear to be unspecific, since it promotes a simi-
lar efflux 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 2?Na*
or 6Rb* showed that, upon incubation with vari-
able concentrations of Rb* or Na* (the opposite
cation), the expected increase of the efflux of the
radioactive cation by the opposite one was not
observed, and the efflux was very fast and prac-
tically the same in the absence or presence of

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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variable concentrations of the opposite cation (not
shown).

It must be pointed out that at the same time
the efflux 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 KCl and incubated
in the presence of NaCl 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 NaCl and incubated in the presence of
K*, the phenomenon was similar, but in this case
the influx 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 >Na* or *Rb™,
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
22Nat was found to be saturable and not linear, as
reported previously (Thomé er 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 K, values for the
transport of both 2?Na* and ®Rb* showed no
striking changes with the growth conditions of the
cells, indicating that in all 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 cell. Another finding worth men-
tioning is that, in S. cerevisiae, the Ky, 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 K, values for ¥Rb* showed
an almost three-fold increase from pH 6.0 to 8.0.
This change was smaller, but still reproducible, for
2ZNa*+ uptake. It should also be pointed out that
the Vmax for the transport of %*Rb* was signifi-
cantly increased in cells grown in the presence of
0.6 M NaCl, and this was observed at both pH val-
ues, indicating the possibility that, during growth

Yeast 2004; 21: 403-412.
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under these conditions, D. hansenii may increase
the synthesis of this transporter.

These K, and V. values may influence the
rates at which the cations accumnulate in the cells
grown in the presence of NaCl or KCl when incu-
bated in the presence of the opposite cation (K*
or Na%, respectively; Figures | 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 22Nat and %6Rbt was measured, the differ-
ences found were not of the same magnitude as
those expected from the K, and Vi, 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 internal pH of the cell, it is difficult to
imagine it as involved in the uptake of considerable
amounts of K or Na't, 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 cation/H™ 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't concentration (Almagro et al., 2001).

One mechanism proposed to explain Nat 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
level of sodium (Gémez 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 K, 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*
(8Rb*) is favoured in the presence of 50 mm
NaCl; besides the presented experiments, others
were carried out in which 2Na* accumulation was
measured in the presence of a wide range of KCl
concentrations (1-160 mm) and also the transport
of Rb* in the presence of 1-160 M NaCl con-
centrations. Always the accumulation of ??Na* and

nonselective channel

Na*or K*

Figure 7. Hypothetical model of the possible transport systems for Na*™ and K* in D. hansenii: |, 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

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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8Rb* was inhibited in the presence of every con-
centration of the opposite salt (not shown).

Without absolutely eliminating a cation/H* 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 PMA] 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 ENAI (Almagro et al., 2001) and by
an electroneutral exchanger similar to that codi-
fied by NHAI found in S. cerevisiae (Bafiuelos
et al., 2001) and proposed to exist in D. hansenii
(Rodriguez-Navarro, 2000; Thomé et al., 1998).
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Resumen

El disacéarido trehalosa se distribuye
extensamente en la naturaleza y se puede
encontrar en  muchos  organismos,
incluyendo bacterias, hongos, plantas,
invertebrados y mamiferos. debido a sus
caracteristicas  fisicas  particulares, la
trehalosa puede proteger la integridad de la
célula contra una variedad de factores
ambientales y de limitaciones alimenticias.
Existe mucha bibliografia 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 funcion 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 sefialan un amplio uso
biotecnolégico muy importante para la
trehalosa.

Palabras claves: Trehalosa, levadura,
solutos compatibles, condiciones de estrés,

carbohidrato de reserva.

Abstract

The disaccharide trehalose is widely
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 several 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.
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carbohydrate.

Introduccion

La trehalosa es un disacarido que es
ubicuo en la biosfera. Esta compuesto de dos
subunidades de glucosa unidas por un enlace
tipo a: 1-1 (a-D-glucopiranosa, o-D-
glucopiranosa) y es un azicar no reductor.
La trehalosa se ha aislado y se ha
caracterizado en una gran variedad de
organismos procaridticos y eucaridticos,
bacterias, plantas y mamiferos (1, 2, 3, 4).
De hecho, el término original de trehalosa
fue introducido al describir la cuticula
externa del “trehalamana” un insecto
pardsito de las plantas (1).

El éxito de la trehalosa en la naturaleza
comparada con otros azicares se puede
explicar por su estructura peculiar. Ademés
de ser no reductor, posee varias
caracteristicas fisicas tnicas, que incluyen
alta estabilidad hidrofilica y estabilidad
quimica, la formacién de cristales no
higroscopicos y la ausencia de la formacién
interna del enlace del hidrégeno. Estas
caracteristicas explican el papel principal de
la produccion de la trehalosa como
metabolito bajo condiciones de estrés. Una

variedad de funciones se ha propuesto para

la trehalosa, estas dependen del sistema
biolégico analizado. Por lo tanto, en
organismos procariéticos, el carbohidrato se
puede utilizar como fuente externa de
carbdn, 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 rapidamente
movilizada durante el vuelo. Las enzimas
implicadas en metabolismo de la trehalosa
han sido localizadas incluso en animales
superiores, aunque su papel exacto no estd
bien entendido. En seres humanos, la
trehalasa enzima que degrada la trehalosa,
estd localizada en las membranas de la
frontera del cepillo de células epiteliales del
intestino pequefio y en el tibulo préximo del
rifion. La cual puede estar implicada en el
transporte del azlGcar a través de la
membrana y/6 en la hidrélisis de la trehalosa
injerida. Sin embargo, el papel fisiolégico de
la trehalasa en el rifién 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 superiores han sido clonados y

caracterizados recientemente (8).



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 deshidratacion 6
congelamiento, como tal, se ha convertido
en un preservativo extensamente valorado
9).

Paralelamente a esta gran diversidad de
papeles fisioldgicos, se han demostrado
diferencias  considerables  entre  los
organismos procariéticos y eucariéticos con
respecto a los sistemas enzimaticos, la
organizacion genética y los mecanismos
reguladores implicados en la biosintesis y/6
hidrélisis de la trehalosa. El objetivo de esta
revision es mencionar las conexiones
posibles entre el papel especifico de la
trehalosa y su camino metabdlico en las
levaduras.  Existen  revisiones  mas
especificas que se centran en un analisis
genético o la regulacién de la expresion de
los genes, estan disponibles para el lector

interesado (3,4, 10, 11).

Metabolismo de la trehalosa

Mientras que la biosintesis de la
trehalosa sigue el mismo patrén en diversos
organismos, dos sistemas enziméticos son

responsables de la hidrélisis de la trehalosa

(Fig. 1). Como regla general, la biosintesis
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 reaccion es llevada
a cabo por una trehalosa 6-fosfato sintasa
dependiente de Mg®*. Subsecuentemente
existe una de fosforilacién por una fosfatasa
especifica que promueve la formacién de la
trehalosa libre (Fig. 1). La hidrdlisis de la
trehalosa es realizada por una trehalasa que
rompe este disacarido 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 reaccién es reversible in vitro, aunque
in vivo el equilibrio de la reaccion 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 fermentacion del
azucar. En cultivos batch, hay una
correlacion entre la expresion de los genes
que codifican las enzimas del metabolismo

de la trehalosa y del glucégeno y del inicio



de la acumulacién de éstos compuestos.
Cuando se agota toda la fuente de carbon,
los almacenes del glucégeno se consumen
primero, antes de que el contenido celular de
la trehalosa también disminuya,
constantemente con un papel de que el
glucégeno actGa como compuesto de
almacenaje y la trehalosa como agente
protector contra el estrés. Cuando la
levadura ha acumulado glucégeno, trehalosa
y se cambian a un medio rico, el glucdgeno
y la trehalosa se consumen rapidamente
antes de que las células comiencen a

proliferar (13).

Trehalosa como un compuesto de reserva

Estudios clasicos 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 asi 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 funcion
postulada para la trehalosa ha dado lugar a la
controversia y un amplio nimero de
informes que han dado soporte a lo
publicado, asi como la refutacion de este

papel (2, 3, 14, 15).

Segun los criterios propuestos por Dawes
y Senior (16), la trehalosa se debe sintetizar
cuando la energia exdgena excede las
necesidades celulares del crecimiento, la
biosintesis, degradaciéon y cuando se
amenaza la viabilidad de la célula. Por lo
tanto, una funcion de la trehalosa en el
sentido estricto de funcionar como un
carbohidrato de reserva parece ser dudoso
(14, 15). En primer lugar, la trehalosa se
sintetiza principalmente en el inicio de los
periodos reducidos del crecimiento y no
cuando hay un exceso de la fuente de
energia exdgena, 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
inmdvil), pero el carbohidrato se moviliza
rapidamente durante el crecimiento celular
oen la germinacion temprana de esporas en
un nuevo medio de cultivo fresco. Ademas,
la degradacién de los compuestos de reserva
debe proporcionar energia en una forma
facilmente utilizable por el organismo, de
modo que pueda ser una ventaja ecoldgica
sobre otros competidores (16). Sin embargo,
la cantidad de glucosa liberada de la

movilizacion intracelular de la trehalosa



proporciona solamente un  porcentaje
minimo de la energia real, comparado con
las altas concentraciones de la fuente externa
de carbon (14, 15). Por otra parte, la
germinacion de esporas fungicidas se
termina solamente en un medio sin la
limitacion nutriente, aunque esto debe ser
admitido que la germinacion 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
energia suficiente para la germinacién 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 (TPSI) y
la trehalosa 6-fosfatasa (7PS2) han sido
clonados y secuenciados (17, 18, 19).
Ademas, otras dos proteinas reguladoras
estan presentes (TPS3 y TSL1), que parecen
ser necesarias para la estabilizacion y la
actividad maxima del complejo de la
trehalosa sintasa. Sin relacion a la sintesis de
la trehalosa, TPS1p también desempefia un
papel crucial en el control del camino
glucolitico (20).

La hidrélisis de la trehalosa en levaduras
se lleva exclusivamente en presencia de la
enzima  trehalasa, la Unica excepcion

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 seguln su localizacion,
caracteristicas cataliticas, funcion y sistemas
reguladores y se han clasificado en:
trehalasas neutrales (NTHI y NTH2) y acida
(ATHI) (22). NTHI ha sido clonado en .
cerevisiae 'y en Kluyveromyces lactis (23,
24); es una enzima citosdlica que muestra
una actividad maxima a un pH neutral
(7.0), misma que se activa por Ca’* 6 Mn*" e
inhibida por Mg** (22, 23). NTHIp es
controlado por la fosforilacion de una
proteina cinasa dependiente de AMPc y
parece ser una enzima implicada
directamente en la movilizacion de la
trehalosa que ocurre en respuesta a distintos
estimulos fisiologicos (germinacién,
recuperacion ante situaciones de estrés) (2,
3, 11, 13, 25). Muy poco se sabe sobre el
papel fisiologico de la trehalasa acida
(ATHI) en la levadura; misma que estd
situada dentro de las vacuolas en S.
cerevisiae 'y Candida utilis (26). La
actividad es maxima a un pH 4cido (4.5), no
es regulada por la fosforilacion de una
proteina cinasa dependiente de AMPc y no
es afectada por los cationes divalentes (3, 10,

13). Esta enzima no estd implicada en la



degradacion fisiolégica de la trehalosa, estd
sujeta a la represién catabdlica en presencia
de glucosa (27). Notablemente, la secuencia
de ATHI no demuestra ninguna semejanza
con el de NTHI o con otras secuencias
determinadas para las trehalasas 4cidas de E.

coli, insectos 6 conejo (28).

Trehalosa en condiciones de estrés

La mayoria de los organismos celulares
han desarrollado una capacidad para
contrarrestar una variedad de condiciones

ambientales  adversas

(limitaciéon  de
nutrientes, altas temperaturas, acidificacion
del medio, estrés osmoético y oxidativo), que
obstaculizarian su crecimiento fisiol6gico
normal. Uno de los ejemplos mejor
estudiados es la respuesta adaptativa; por
medio de este mecanismo, las células que se
encuentran en proliferacion pueden soportar
lesiones potencialmente mortales,
previamente sometidas a una exposicion
suave al tratamiento de estrés. Entre las
levaduras, muchas de las sefiales
subyacentes implicadas en la tolerancia al
estrés siguen siendo desconocidas. Sin
embargo, la acumulacién 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, deshidratacion & 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 acumulacion
de trehalosa durante tratamientos de estrés,
pero los resultados no permiten explicar la
respuesta adaptante. Otros componentes
(proteinas de choque térmico)
probablemente también estdn implicados en
el mecanismo de la proteccién 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 sintesis y
la hidrdlisis de la trehalosa en levaduras se
comportan como proteinas generales de
respuesta al estrés. Esto es pﬁnicularmente
verdad en el caso de TPS1p y de NTHIp, las
cuales contienen un elemento de respuesta al
estrés (STRE) en su promotor del gene (32,
33). La expresion de NTH1 es inducida por
estrés térmico, oxidativo y productos
quimicos toéxicos asi como por el
agotamiento de la glucosa externa en el
medio (33).

Alternadamente, la transcripcion de los

genes de la trehalosa sintasa es estimulada



por el déficit de nutrientes, estrés térmico y
osmético. Sin embargo, la expresion de
TPS1 y de TPS2 difiere de la conocida
induccion de genes en la respuésta al estrés
(STRE). En detalle, estos genes son menos
sensibles en la regulacién de la transcripcion
durante el crecimiento con la glucosa (32).
Hay también una fuerte correlacion entre
el contenido de la trehalosa y la resistencia
al estrés en la levadura industrial para la
fabricacion de cerveza, pero solamente en
ausencia de la fermentacion (34). Diferentes
cepas de levadura para la produccion de
cerveza son deficientes en los genes
requeridos para la degradacion de la
trehalosa en condiciones de bajas
temperaturas (35). El contenido de la
trehalosa en la levadura para la elaboracion
de cerveza, también ha sido propuesto como
un indicador importante de la viabilidad de
las células para optimizar la fermentacion en
el sector cervecero. De hecho, durante la
fermentacion en la elaboracion de la cerveza,
un alto nivel de trehalosa sostiene la
viabilidad de las células durante las etapas
iniciales, mejora la utilizacion  del
carbohidrato y aumenta la produccion del
alcohol isoamilico y del isobutanol (36).
Debido a las caracteristicas fisicas
exclusivas descritas arriba, la trehalosa

puede funcionar como una molécula que

previene el dafio celular estabilizando las
proteinas en su estado nativo durante el
choque térmico, asi como también
suprimiendo la agregacion de proteinas
desnaturalizadas. Ademas, el disacérido
substituye el agua y une los grupos polares
de los fosfolipidos, preservando las
caracteristicas de una membrana hidratada
(37). Bajo condiciones de congelacion,
deshidrataciéon o sequedad inducida, la
trehalosa muestra una capacidad excepcional
para proteger las enzimas y las membranas
biolégicas. Ademas, la hidrélisis rapida de la
trehalosa por la trehalasa es necesaria
durante la recuperacion del estrés para que
las estructuras celulares sean liberadas del
carbohidrato unido (37). Esto haria accesible
a las proteinas y asi promover la
renaturalizacién  correcta. La  energia
necesaria para la renaturalizacién se podria
obtener de la hidrélisis de la trehalosa (11).
Por lo tanto, el equilibrio entre el almacenaje
y la degradaciéon de la trehalosa se debe
regular finalmente en respuesta a los
cambios de estrés y durante la recuperacion

subsecuente de la condicion de estrés.

Otras funciones de la trehalosa en
levaduras
Un inesperado hallazgo demostrd que

TPSlp es requerido para el control



apropiado de la afluencia glucolitica en
algunas especies de levadura. Mutantes
deficientes en la produccion de la trehalosa
no pueden crecer en presencia de glucosa 6
fructosa debido a un desequilibrio dréstico
de los metabolitos glucoliticos y a una
disminucion del contenido de ATP. Aunque
no estd entendido totalmente, una ligera
inhibicion de la hexocinasa II causada por la
trehalosa 6-fosfato es la explicacion mas
plausible para esta perturbacién metabdlica.
Un modelo alternativo sugiere que la sintesis
de la trehalosa podria servir como sistema
regulador intermediario, el exceso de la
glucosa 6-fosfato acumulada bajo la adicion
de la glucosa es rapidamente convertida en
trehalosa para recuperar el fosfato libre, el
cual es requerido posteriormente en el
camino glucolitico (22, 38, 39, 40).

La implicacion fisioldgica de la trehalosa
durante procesos (no-reproductivos)
celulares de la diferenciacién del hongo
fitopatégenico Rhizoctonia fungoso (41) y
algunas levaduras dimérficas 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 activacién del
AMPc dependiente de proteinas cinasas.

Aunque la R. rubra puede crecer en medios

que contienen trehalosa exdgena, por ende el

papel fisiolégico del carbohidrato sigue

siendo confuso en este caso (42).

Conclusiones y perspectivas

A través de la biosfera, el disacarido
trehalosa se ha conservado como molécula
importante en  muchos  organismos
relacionados distantemente, que la utilizan
para diversos procesos fisioldgicos. 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
biolégicos especificos. 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, asi como
un eficiente preservativo en muchos
alimentos y productos farmacéuticos.
Ademas, las nuevas lineas de investigacion
se estan dedicando al aislamiento de las
enzimas termoestables requeridas para la
biosintesis y la hidrolisis de la trehalosa de

bacterias termofilas, asi como el estudio del

metabolismo de la trehalosa en las levaduras



para la fabricacion de cerveza y vino, para
mejorar la produccién y la calidad de sus
productos respectivos.

Nosotros en nuestro laboratorio hemos
realizado un estudio comparativo de la
produccion de la trehalosa en diferentes
cepas de la levadura hal6fila Debaryomyces
hansenii 'y Saccharomyces cerevisiae, en
diferentes condiciones de estrés salino
encontramos que D. hansenii mostrd una
produccion mas alta de trehalosa, comparada
con las cepas utilizadas de S. cerevisiae;
sugerimos que la produccion elevada de
trehalosa en D. hansenii desempeifia un papel
como carbohidrato de reserva, tal y como se
ha reportado para otras levaduras (43);
nuestros estudios estaran encaminados a
evaluar el posible papel de la trehalosa sobre
la actividad de las enzimas involucradas en
la regulacion de la via glucolitica y
metabolismo de carbohidratos en D.

hansenii.
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UDP-glucosa + glucosa 6-fosfato = Trehalosa 6-
fosfato + UDP

Trehalosa 6-fosfato sintasa

Trehalosa 6-fosfato =  Trehalosa + P

Trehalosa 6-fosfato fosfatasa

Trehalosa = glucosa + glucosa
Trehalasa
Trehalosa + P <& glucosa 1-fosfato + glucosa

Trehalosa fosforilasa

Fig. 1.- Estructura de la trehalosa (A) y los
caminos metabdlicos generales implicados
en la biosintesis de la trehalosa (B) y la
degradacion (C) caracterizada en diferentes

especies de levaduras.
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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 KCI; D.
hansenii  strains grew better, and
accumulated more Na* than S. cerevisiae
under saline stress (0.6 and 1.0 M of
NaCl), 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 all conditions, except when
the cells were grown in the presence of
1.0 M NaCl. We suggest that the elevated
production of trehalose in D. hansenii
plays a role as reserve carbohydrate, as

reported for other microorganisms.
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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). It was also reported that
in D. hansenii, the intracellular levels of
polyols are markedly enhanced by high
salinity, the dominant solutes 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
Gonzalez-Hernandez and Pefia (2002). i)
the cells maintain high intracellular
concentrations of salt, osmotic or at least
equivalent to the external 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
solutes, and no special adaptation of the
intracellular systems is required (Bayley
and Morton 1978).

Under osmotic stress, microorganisms
must be able to restore their volume and
turgor pressure by increasing the internal
osmolarity and many microorganisms
respond to such enviromental change by
accumulating low molecular weight
organic solutes (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 solutes 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 BC-NMR



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'') NaCl, resulted in
an additional increase in cellular
resistance to dehydration, which was
most marked for stationary phase cells.

Trehalose is 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 some 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

contribute 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 wused three
different strains of Debaryomyces
hansenii (Y7426, J26, CBS1793) 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
CBS1793; was kindly supplied by L.
Adler and H. Sychrova, 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 Pefia et al.

(1992). The yeasts were kept in YPD



plates containing 1% yeast extract, 1%
bacto-peptone and 2% glucose, plus 2%
bactoagar. Liquid cultures were started
from a 100 ml inoculum of cells grown in
YPD, with or without 0.6, 1.0, 2.0 or 3.0
M of either KCI or NaCl. Inocules were
grown at 30 °C 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, K1, 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. Some 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 internal 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
internal value of water under the different
conditions, determined form the
distribution of radioactive isotopes '*C-
Sucrose and *H,O in the supernatant
obtained from 500 pl of cells (0.5 g/ml);
and assuming their uniform distribution
within the cell (Gonzalez-Hernandez et
al. In press). In S. cerevisiae, internal

volume was 47% of the wet weight of the
cells (Peifia 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 ml) were extracted by
boiling the cell suspensions at 92 °C in a
water bath for 15 min. After
centrifugation the supernatant was frozen
until analysis. Trehalose and glycerol
were measured in adequate dilutions of

the supernatant.



Glycerol determination

Glycerol was phosphorylated to
glycerol 3-phosphate by ATP 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, 10 pl
were taken and diluted with 40 pl of
pyridine; 1 pul of this mix was taken and
spotted onto Silica Gel 60 Fys4 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 ml in concentrated
H,S04 and 5% ethanol and heating at 130

°C (modified from Sue and Pringle,
1980).

Assay of trehalose with acid trehalase
Uncoupled assay. The extracts
obtained by boiling the cell suspensions
at 92 °C in a water bath for 15 min were
used. 100 pl of the extracts plus 25 pl of
trehalase were incubated overnight (14
hours), at 40 °C. The next day, glucose
was assayed with glucose oxidase by
adding to the spectrophotometer cell (2.0
ml 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 pg per ml in
distilled water (1.5 units per ml of the
assay mixture); glucose oxidase (1 mg per
ml in distilled water, diluted to obtain 21
units per ml in 2 ml of the assay mixture).
Absorbance changes were measured in
the spectrophotometer at 460 nm and 25
°C and compared to a glucose standard

curve (modified of Araujo et al. 1989).



NMR spectroscopy

Stationary phase cells (36 hours) were
extracted by boiling in a water bath for 15
min and centrifuging to obtain the
supernatant; carbohydrates were extracted
immediately with 80% (v/v) ethanol (50
ml). After overnight extraction, ethanol
was removed by rotary evaporation
(Biichi, Heating Bath B-490) and the
samples were then desiccated for at least
48 h in a freeze dryer. Dried samples
were resuspend in DO (Aldrich
Chemical Company) and analysed using a
NMR spectroscopy. All spectra were
obtained with a Bruker spectrometer
model, the samples of *C-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
100 ml inoculum of cells grown in YPD,
with variable concentrations of either KCl
or NaCl, and then grown at 30 °C 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 NaCl or KCI. The plates
were incubated for 36 hours (YPD, 0.6
and 1.0 M NaCl or KCI) and 200 hours
(2.0 and 3.0 M of NaCl or KCl), at 30 °C.
After this time, the colonies were counted

to determine viability.

Reproducibility

All 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 KCIl 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 KI) of NaCl or KCl. 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 KCI. D. hansenii J26 (Fig.
1B), showed a slight reduction in growth
at all concentrations of cells, which was

more marked after 20 h in Nal cells. The



D. hansenii CBS1793 strain, grew faster
at 0.6 M than all other cells conditions, in
this strain the yeast growth order is:
K06>Na06>K1>C> Nal. In Figure 1D
and E it is shown that S. cerevisiae La
Azteca (S. ¢.) and active dry yeast (ADY)
showed similar growth behavior under all
experimental conditions; however, the
largest decrease of growth rate was
observed with NaCl at all concentrations,
particularly at 1.0 M. Table 1 shows the
duplicating times; 0.6 M salt produced
the highest growth rate, for the D. hA.
Y7426, in agreement with data obtained
by Gonzélez-Hernandez et al. (In press);
while J26 and CBS1793 practically did
not show differences; with S. cerevisiae
La Azteca and ADY we found an increase
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 internal 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 NaCl
concentrations in the growth medium, the
internal Na“ concentration was higher
than that of K*. The K06 and K1 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 J26 and CBS1793
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 NaCl 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 Gonzalez-
Hernandez 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 NaCl, 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 K, which also



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 all 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 pyM when grown in YPD
medium, which decreased as the NaCl
concentration in the medium was
increased, and at 1.0 M KCIl. With the
two other strains of D. hansenii (J26 and
CBS1793), no changes in the content of
trehalose were observed when the cells
were grown with different NaCl or KCl
concentrations. Both S. cerevisiae strains,
when grown in the presence of salt,
showed an increased trehalose content at
0.6 M of NaCl or KCI, and an important
decrease at 1.0 M of both salts. It is also
interesting that ADY, following a similar
pattern respect to the response to salt,
always showed a much higher level of
trehalose under all conditions, except for
the high concentrations of both NaCl and
KCl, and that at 1.0 M KClI, 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): C;=93.86, C,=73.2, C3
=172.79, C4=71.7, Cs = 70.36 and C¢ =
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, c)
glucose, d) mannitol, e) sorbitol, f)
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, c¢) C, d)
Na06, e) Nal, f) Na2, g) Na3, h) K06, i)
K1, j) K2, k) K3 and 1) control trehalose.

Figure 4 shows the glycerol content of
S. ¢. La Azteca grown in YPD (a), and D.



hansenii Y7426 (b-j) strain determined
under saline stress conditions. A 50 uM
basal content was found, which increased
to 100 pM in presence of high
concentration of salt in the growth
medium (2.0 and 3.0 M of NaCl 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. It was found that for this
enzyme and under our experimental
conditions glycerol and trehalose did 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 all 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 NaCl was greater than that of
KCL.

It has been reported that trehalose
plays an important role in thermal stress
in bacteria and yeasts (Joao et al. 1997;
Argiielles 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 (8°C), an increase of 100-150
uM was observed under all conditions,
compared to the usual temperature (30
°C). When the cells were incubated at 40
or 50°C, those grown in 1.0 M of NaCl or
0.6 and 1.0 M of KCI showed an increase
of 30-100 pM compared to the control
cells (30 °C) (see Table 6).



Discussion

Several groups have confirmed that
D. hansenii grows well in the presence of
moderate salt concentrationts (Neves et
al. 1997; Prista et al. 1997; Thomé-Ortiz
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 CBS1793
strains grew better than D. hansenii J26
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.

All 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. It
should be noted, however, that this same
strain, which accumulates more Na®, also
showed the lowest maximum growth
(Figs. 1A, 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 internal 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 (Gonzalez-Hernandez, 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 fungi 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 *C-NMR spectra from the
material extracted, and that of the pure

sugar, as well as the chromatographic
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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 external
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.

It 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 J26 strain cultivated in medium
containing 10% (w v'') NaCl, resulted in
an additional increase 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 J26
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 in agreement
with the data reported by Wiemken
(1995), and Panek (1995).

In several 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,

11



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 NaCl 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 found that D.
hansenii accumulates more glycerol than
trehalose under saline stress (2.0 and 3.0
M of salts). However, under moderate
NaCl stress, yeast cells accumulate more
trehalose.

The data presented in this

comparative analisys might also have

biotechnological implications and point to

D. hansenii as an interesting model cell
for further investigations of eucaryotic
responses to dehydration stress by
industries producing active or instant dry
yeasts constantly searching for new ways
to increase the quality of their products.
Further studies of the mechanisms behind
this extreme resistance to dehydration
might provide new avenues for inducing
similar resistance in 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).
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Figure legends:

Figure 1. Growth of D. hansenii cells: A)
Y7426 strain, B) J26 strain, C) CBS1793
strain; and S. cerevisiae cells: D) La
Azteca, E) Active Dry Yeast; under
different saline stress conditions. 0 =
without salt (C); O = 0.6 M NaCl
(Na06); A = 1.0 M NaCl (Nal); V =0.6
M KCI (K06); <& 1.0 M KCI (K1).
Results are the means of three

experiments.

Figure 2. Natural abundance *C-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 cells. The 100.0-55.0
ppm region of the spectrum is shown.
Trehalose peaks: C; = 93.86, C, = 73.2,
C3=72.79,C4=71.7, Cs=70.36 and C¢ =
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,
¢) 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, d) Na06, e) Nal, f) Na2,
g) Na3, h) K06, i) K1, j) K2, k) K3 and 1)

trehalose control.

Figure 4. Trehalose (empty bars) and
glycerol (filled bars) content of D.
hansenii (Y7426) (b-j), S. ¢. La Azteca
cultivated without salt (a); b) C, ¢) Na06,
d) Nal, e) Na2, f) Na3, g) K06, h) K1, i)
K2, j) K3. All extracts were obtained at
the stationary phase without starvation.
Trehalose and glycerol were measured as
described under Methods. Results are the
means = SEM (n = 3).
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Table 1. Duplicating time of D. hansenii and S. cerevisiae grown in different media.

Doubling time (h)
Y7426 | J26 | CBS1793(S. c. | ADY
C 32 228 2.5 0.76 | 0.93
Na06| 2.75 |2.44| 2.13 1.89] 2.5
Nal | 3.17 (222 232 333|445
K06 | 2.56 [2.37 1.95 1.3 | 1.68
K1 3.7 |1.88 2.63 1.37] 1.95

Duplicating time was determined from the exponential phase of the curves. Cells were grown as described

under Methods. Results are the means of three experiments.

Table 2. Intracellular concentrations of Na* (A) and K" (B) of cells from different yeast

strains grown in the absence or presence of different concentrations of NaCl or KCI.

A D. hansenii | 8. cerevisiae
Na" [mM |

Y7426 J26 CBS1793 [ S.c ADY
C 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
K1 2.48 5.08 23.33 8.70 1.34

B D. hansenii | 8. cerevisiae
K'[mM |

Y7426 | J26 | CBS1793 | S.c ADY
C 180.35 | 196.47 [ 212.17 | 28733 [ 132

Na06 | 111.25 [ 22542 | 236.79 [ 198.33 | 121
Nal | 61.43 [ 18428 | 193.25 108.5 33
K06 | 218.73 | 230.66 233.5 216.16 | 124.33
K1 | 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 1 ml of 2 mM cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 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

flame photometer. Results are the means of three experiments.



Table 3. Effect of NaCl and KCI on trehalose content of D. hansenii and S. cerevisiae cells

at the stationary phase without starvation.

D. hansenii | S. cerevisiae
Trehalose | uM |

Y7426 | J26 [ CBS1793 | S.e. | ADY
C 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 | 427.2] 17.13 | 15.99
K06 | 424.46 | 413.25 | 42247 | 50.33 | 213.59
K1 | 301.37 | 426.67 | 419.23 7.97 | 162.71

After growth the cells were disrupted by boiling the cell suspensions at 92 °C 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 NaCl and KClI on the trehalose content of D. hansenii and S. cerevisiae

cells starved after growing to the stationary phase.

D. hansenii | 8. cerevisiae
Trehalose | uM |
Y7426 | J26 | CBS1793 | S.c. | ADY
C 120.82 | 398.91 | 378.11 | 2231 | 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
K1 | 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 °C in a
water bath for 15 min. After centrifugation the supernatant was frozen until analysis. Using adequate dilutions

of the supernatants, trehalose was measured as described under Methods.



Table 5. Viability of D. hansenii (Y7426) strain grown with different salt concentrations.

Viabilidad (%)
C 100
Na06 100
Nal 100
Na2 15
Na3 5
K06 100
K1 100
K2 57
K3 5

Data are representative of six experiments performed 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) | uM |
8°C | 30°C | 40°C | 50°C
G 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
K1 | 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 50° C) during 30 minutes; cellular extracts were obtained, and trehalose content was determined as

described under materials and methods. Results are the means of three experiments.
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Figure 3

Figure 4.
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