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Estrés salino y levaduras

accharomyces cerevisiae ha sido y es la leva-

dura modelo por excelencia para microbidlo-
gos y bioquimicos. De su importancia da idea el
hecho de que fue la primera célula eucariota cuyo
genoma se secuencié durante los afios 90. En
relacién con el estrés salino, se sabe que S. cere-
visiae basa sus estrategias fundamentales de tole-
rancia en el funcionamiento y regulacion de los
transportadores de sodio y potasio (principalmen-
te Ena y Trk) intentando evitar una relacion
Nat/K+ demasiado alta en el citoplasma, lo que
intoxicaria a las células. Desde hace algunos afios
el nimero de especies de levaduras objeto de estu-
dio se ha visto incrementado ya que éstas pueden
ser mas informativas que S. cerevisiae en muchos
aspectos concretos de la investigacion. Asi,
Debaryomyces hansenii, puede resultar un siste-
ma mas apropiado para estudiar las respuestas a
estrés salino. Esta levadura, ademas de aparecer
en embutidos y contribuir a la maduracién de
quesos, crece bien a pHs préximos a la neutrali-
dad o ligeramente bésicos y se ha aislado de
ambientes marinos. Se ha demostrado que no se
intoxica por concentraciones internas de sodio
gue envenenarian a levaduras modelo como S.
cerevisiae o como Schizosaccharomyces pombe
(Figuras 1 y 2). Ademas D. hansenii es una leva-
dura ascomicética, lo cual la aproxima evolutiva-
mente a S. cerevisiae y su genoma ha sido recien-
temente secuenciado, lo que facilita sin duda
alguna su abordaje genético (Dujon et al., 2004).
Un inconveniente serio a la hora de realizar gené-
tica clasica en esta levadura es que a pesar de ser
haploide, a veces la yema hija fusiona con la
madre y forma un nucleo diploide que entra inme-
diatamente en meiosis. De las cuatro esporas, tres
degeneran y queda una que es la que germina y
forma una nueva célula haploide. Finalmente, es
razonable esperar que su estudio facilite la com-
prension de procesos relacionados con respuestas
a estrés salino en plantas o con el desarrollo de
hongos invasores como Candida o Aspergillus que

Figura 1. Debaryomyes hansenii se encuentra habi-
tualmente en aguas salinas y también en alimentos
como embutidos 0 quesos madurados.

se desarrollan en el plasma a concentraciones
altas de sodio.

Halotolerancia y/o halofilismo

esde los primeros estudios del grupo de la
Universidad de Goteborg en los afios 60, D.
hansenii ya fue aislada de agua de mar y caracte-
rizada como una de las levaduras mas tolerantes
a sal aisladas de esos ecosistemas (Norkrans,
1966; Norkrans y Kylin, 1969). Posteriormente, en
la segunda mitad de los afios 90, nuestro grupo
propuso que, en base a sus caracteristicas fisiolo-
gicas, esta levadura podria considerarse como
halofila (Prista et al., 1997). En aquellos momen-
tos, esta idea muy novedosa se aplicaba por pri-
mera vez a levaduras y desperté inmediatamente
una polémica que aun hoy persiste y que ha ser-
vido, al menos, para dinamizar este campo.
Volviendo a la polémica sobre el caracter hal6-
filo o halotolerante de D. hansenii, el problema
radica mas en nuestras definiciones que en el
comportamiento del microorganismo, que resulta
claro. De manera muy resumida, la situacion es la
siguiente:
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Figura 2. Crecimiento de Debaryomyes hansenii,
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe en presencia de distintas condiciones de estrés.

¢Necesita D. hansenii sodio para crecer?
Definitivamente no, ya que D. hansenii crece per-
fectamente en los medios de laboratorio usuales
sin necesidad de afiadir sodio. En el caso de
medios complejos podria argumentarse que el
sodio presente en concentraciones milimolares
podria enmascarar las necesidades reales de sodio
por parte de la levadura. Sin embargo en nuestro
laboratorio hemos demostrado que en medios sin-
téticos en los que la contaminacidon de sodio es
extremadamente baja (menos de 10 uM) la leva-
dura crece sin problemas aparentes. Desde este
punto de vista D. hansenii no puede considerarse
un organismo haldfilo.

Por otra parte, diferentes grupos de investiga-
cion hemos demostrado que niveles altos de sodio
(del orden de 0,5 M NaCl) mejoran ligera pero sig-
nificativamente la velocidad de crecimiento de la
levadura. Ademas la presencia de sodio en el
medio protege a la levadura frente a factores adi-
cionales de estrés abiotico y asi, a pH alcalino o a
altas temperaturas (condiciones en las que pre-
senta un desarrollo bastante pobre) la adicién de
sodio mejora de manera sustancial el crecimiento
celular. Finalmente hay que afadir que en las
aguas saladas los niveles de potasio (cation nece-
sario para todas las células vivas) son mucho mas
bajos que los de sodio y muy probablemente D.
hansenii utiliza sodio para cubrir parcialmente
sus requerimientos de potasio.

Todo ello, dividié a la comunidad cientifica que
utiliza D. hansenii entre aquellos que pensabamos
que este organismo tenia un comportamiento
haléfilo y los que pensaban que este término no
era adecuado y que deberia usarse el concepto de
halotolerante para referirse a sus caracteristicas.
Como he adelantado anteriormente esta polémica
ha sido reavivada muy recientemente con una
nueva propuesta que ha afladido mas entropia al
sistema, la creacion del concepto “salt-loving

yeast”. La clave reside en que seguimos sin com-
prender las razones que, en ultima instancia, per-
miten a D. hansenii desarrollarse en ambientes
tan salinos como el agua de mar.

Una breve resena histoérica

Diferentes aspectos de los procesos de toleran-
cia a sal en la levadura D. hansenii fueron
estudiados por el grupo de levaduras de la
Universidad de Goteborg durante varias décadas
(afios 60 a 90). Como consecuencia, proporciona-
ron unas bases muy soélidas para el conocimiento
de esta levadura. Una de sus conclusiones fue que
de una coleccién de levaduras marinas, D. hanse-
nii era la menos afectada por altas concentracio-
nes externas de NaCl (Norkrans 1966; Norkrans
y Kylin, 1969). Posteriormente, y salvo algunas
excepciones, escasean las aportaciones de interés
al tema hasta que en los afios 90 diversos grupos,
entre ellos el nuestro, consideran que un organis-
mo sé6lo moderadamente tolerante a sal como lo es
S. cerevisiae, puede no ser el mejor modelo para
estudiar fenédmenos de halotolerancia/halofilismo
en levaduras. En ese periodo se caracteriza en
detalle el crecimiento de la levadura en presencia
de diferentes concentraciones salinas, se realiza
un estudio cinético de los flujos de potasio y sodio,
se confirma la existencia de procesos de expulsion
de sodio al exterior, y se propone la existencia de
diversos transportadores mediando el transporte
de potasio y sodio (Prista et al., 1997; Thomé-Ortiz
et al., 1998). Asimismo, se define D. hansenii como
un organismo inclusor de sodio que acumula can-
tidades altas del catién sin aparentes signos de
intoxicacion, se determina que el glicerol es el
principal soluto compatible y se propone por pri-
mera vez en levadura la existencia de un simpor-
te con sodio, que introduciria glicerol y sodio en
la célula (Lucas et al., 1990). Se realiza un estudio
de su metabolismo en presencia de estrés salino
y, en definitiva, se caracteriza bioquimicamente la
levadura (Ver Prista et al., 2005 para una revision
reciente).

Con la llegada del nuevo siglo, la genética mole-
cular alcanza también a D. hansenii y comienzan
a aparecer trabajos en los que se clonan algunos
genes y, ya que no disponemos aun de la posibili-
dad de interrumpir dichos genes en D. hansenii, la
alternativa es expresarlos en S. cerevisiae para
obtener informacion sobre su posible funcién. De
esta manera nuestro grupo publicé la existencia
de los genes ENA1 y ENAZ2, los primeros relacio-
nados especificamente con la tolerancia a estrés
salino; al igual que en otros organismos el pro-
ducto génico seria una ATPasa encargada de



Actualidadé@@?ﬂ

expulsar el exceso de sodio al exterior (Figura 3)
(Almagro et al., 2001). Al mismo tiempo se ha
publicado también la existencia de genes implica-
dos en la respuesta a estrés osmotico, genes que
previamente habian sido identificados en otras
levaduras como Saccharomyces.

Otra aproximacion llevada a cabo por nuestro
grupo ha consistido en tranformar una cepa sil-
vestre de S. cerevisiae con una genoteca de D. han-
senii, para obtener clones mas tolerantes a sal que
la cepa silvestre de S. cerevisiae, los genes impli-
cados se estan identificando en la actualidad. Hay
que resaltar que recientemente se ha publicado la
secuencia completa del genoma de D. hansenii, lo
que va a contribuir al avance del estudio de estos
procesos de manera muy significativa (Dujon et
al., 2004).

Nuestra linea de investigacion

Como se desarrolla méas adelante, nosotros
pensamos que la capacidad de tolerar un
estrés salino y/o un pH alcalino (condiciones
caracteristicas del agua de mar) no puede expli-
carse en base a una razén uanica. Por tanto,
actualmente abordamos el estudio de las respues-
tas a estrés desde una perspectiva multidiscipli-
nar.

Resulta evidente que un factor primordial en la
respuesta a situaciones de estrés debe ser adaptar
las caracteristicas de la membrana plasmatica de
acuerdo con las condiciones externas. Nuestro
grupo esta determinando la fluidez y analizando la
composicion lipidica de la membrana plasmatica
en células crecidas en diversas condiciones de
estrés. Al igual que en otros hongos, nuestros
resultados indican la existencia de tres dominios
de fluidez muy poco afectados por cambios en la
concentracién salina del medio pero muy influen-
ciados por el pH externo. Asi, a pH 4 el dominio
mas rigido se incrementa indicando una situacién
de estrés para la célula. En este contexto, convie-
ne recordar que D. hansenii es una levadura que
se desarrolla bien a pHs relativamente altos. De
igual manera, la relacién esteroles/fosfolipidos de
la membrana plasmatica (que es un indicador del
estado de la membrana frente a una condicién
determinada) se incrementa sistematicamente
cuando las células se desarrollan en presencia de
una condicion de estrés. Todos estos resultados
indican que la composiciéon y fluidez de la mem-
brana plasmatica de D. hansenii probablemente es
un determinante esencial para la tolerancia a
estrés salino y al pH alcalino.

Por otra parte, y tras un estudio genémico y
protedbmico en colaboracibn con otros grupos,

Figura 3. Transportadores de potasio y sodio de
Debaryomyes hansenii identificados y estudiados mole-
cular y bioquimicamente. A pesar de los multiples
transportadores y canales de potasio y sodio propues-
tos, sélo los que aparecen en la figura han sido demos-
trados a nivel de gen y han sido o estan siendo estu-
diados bioquimicamente

hemos seleccionado una serie de genes/proteinas
que presumiblemente estan implicadas en los pro-
cesos que estudiamos. Estos productos aparecen
recogidos en la Tabla 1. De todos ellos, HAL2,
GZF3, HAK1, y GPD podrian ser de especial inte-
rés por las particularidades que poseen:

Hal2 es la Unica diana importante de litio y
sodio actualmente identificada en organismos
como S. cerevisiae o Arabidopsis thaliana. Hal2 es
una fosfatasa que hidroliza 3’-fosfoadenosina-5’'-
fosfato (PAP) a AMP y cuya inhibiciéon provoca la
acumulacién de PAP que inhibe la asimilaciéon de
sulfato y el procesado de ARN (Murguia et al.,
1996). Tanto nuestro grupo como otros hemos
identificado la existencia de un ortélogo de HAL2
en D. hansenii. Recientemente se ha publicado
que la proteina de D. hansenii es resistente a litio
(Aggarwal et al., 2005) y nuestro grupo esta
actualmente trabajando para purificarla, cristali-

Tabla 1. Genes de Debaryomyces hansenii implicados
en tolerancia a sal.

Gen Funcion conocida Ortélogo en
S. cerevisiae
TRK1 Transporte de K+ Si
TDH1 Glucolisis Si
HAK1 Transporte de alta afinidad de K+ No
ENA1-2  ATPasa de expulsion de Na*+ Si
HAL2 Fosfatasa sensible a sal Si
NHX1 Antiportador Na+/H+ Si
GZF3 Factor de transcripcion NCR Si
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zarla y determinar su estructura.

Un ortélogo a DhGZF3 existe en Candida albi-
cans y en S. cerevisiae, en el caso de esta ultima
se sabe que es un factor de transcripcion implica-
do en los procesos de represién catabdlica por
nitrégeno y, con excepcion de un ligero defecto del
crecimiento en presencia de lactato, ningun otro
fenotipo ha sido descrito en el mutante correspon-
diente. Nosotros hemos encontrado que la sobre-
expresiéon del gen de Debaryomyces en una cepa
silvestre de S. cerevisiae produce diversos fenoti-
pos “sorprendentes” entre los que destacan una
mayor tolerancia a pH alcalino y mas sensibilidad
a estrés salino. Curiosamente, ni la inactivacion
por interrupcidon del gen de S. cerevisiae, ni la
sobre-expresion del mismo tienen efecto alguno en
esta levadura.

Un estudio preliminar del proteoma de D. han-
senii ha revelado que la expresion de un enzima
clave de la glucolisis, la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GPDH) es estimulada en presen-
cia de concentraciones elevadas de sodio. Es inte-
resante sefialar que estudios in vitro han mostra-
do que esta enzima es sensible a sodio y que en S.
cerevisiae la respuesta al estrés salino es justo la
contraria, la expresion del enzima disminuye ante
la presencia de NaCl. Esta respuesta diferencial
puede representar un importante determinante de
halotolerancia en D. hansenii.

Hak1 es otro candidato de interés. Se trata de
un transportador de potasio de alta afinidad por el
cation (Figura 3). Es sabido que la regulacion de

los flujos iénicos es fundamental en la respuesta
a estrés salino y de pH. HAK1 fue identificado ini-
cialmente en Debaryomyces occidentalis (previa-
mente conocido como Schwanniomyces occidenta-
lis) una busqueda de genes similares indica que
no existen ortologos a este gen en levaduras sen-
sibles a estrés salino como S. cerevisiae o Sch.
pombe. La expresion de DhHAK1 en un mutante
de S. cerevisiae carente de sus propios transpor-
tadores de potasio, mejora las caracteristicas de
transporte de dicho catién y la tolerancia a sodio
en esas cepas.

Resumen, hipdtesis y perspectivas
futuras.

N resumen, pensamos que D. hansenii consti-

tuye una herramienta valiosisima en el estu-
dio de las respuestas y tolerancia a estrés salino.
Nuestra hipotesis de trabajo es que no existe una
razén Unica para explicar el proceso de tolerancia
sino que todo un conjunto de factores actian de
manera coordinada y cooperativamente y contri-
buyen en diversa medida al proceso. De esta
manera, tendriamos un rompecabezas en el que
cada pieza realizaria su aportacion particular y
cuyo resultado final seria que D. hansenii puede
desarrollarse en ecosistemas salinos. Nuestro
objetivo es identificar cada uno de los componen-
tes de este sistema y evaluar la contribucion espe-
cifica de cada uno al conjunto global. Parece claro
que los mejores resultados para responder a nues-
tras preguntas vendran desde una orbita multi-
disciplinar y desde esta perspectiva llevamos a
cabo una aproximacion bioquimica, genémica y
proteémica. La publicacion del genoma de D. han-
senii abre grandes posibilidades para avanzar mas
y mas rapido pero es indiscutible que necesitamos
desarrollar herramientas moleculares para la
manipulacion de esta levadura. La comprension
de fendmenos basicos como son los procesos de
tolerancia a sal en D. hansenii debe contribuir a
ampliar la perspectiva que tenemos sobre el papel
de esta levadura en microbiologia de alimentos, ya
que se desarrolla en quesos y embutidos, y para
entender el comportamiento de organismos como
las plantas superiores cuando se desarrollan en
ecosistemas salinos.
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