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GLGCSARI O

Acidos grasos: |ipidos consistentes en acidos tricarboxilicos de
| arga cadena hidrocarbonada. Los acidos grasos pueden existir
con diversos grados de ramficacion y diferentes nuneros de
i nsaturaci ones o dobles enlaces en |a cadena hidrocarbonada.
Tambi én pueden contener otro grupo funcional.

Actividad de agua: (a,) es la disponibilidad de |as nol éculas de
una solucion para intervenir dentro de un proceso (incluyendo
| a evaporaci én) en relacidn a aquella del agua pura a la nisnma
presi 6n y tenperatura.

Al dosa: azucar que contiene un aldehido (CHO) o un grupo al dehido
pot enci al .

Cetosa: azUcar que contiene una cetona (-CO-CH ) o un grupo cetona
pot enci al .

Ci anobacterias: grupo de bacterias caracterizadas por contener
pi gmentos verde-azul es. Fotosintetizan aerObicanente, y son
abundantes en una gran variedad de habitats, particularnente
en agua dulce y suelo. Carecen de notilidad, de actividad
fermentativa y flagelos: su reproducci 6n es asexual

Di fusi 6n pasiva: fend6neno donde los solutos pasan a través de
nmenbranas bajo su gradiente de concentraci én sin interacciones
especificas con |os conponentes de |a nenbrana, en la que |la
tasa de transl ocaci 6n tipicamente no es saturable.

El ectrolito: |iquido que contiene iones positivos y negativos, que
conduce pulsos eléctricos por el flujo de estas cargas.
Pueden ser soluciones de acidos o sales de netal es (conpuestos
idénicos), general nente en agua.

Estrés osnbtico: perturbacién creada en un organisno por |as

diferencias en el potencial osndtico del nedio circundante
con respecto al propio.

Eubacterias: gran y diverso grupo de bacterias distinguidas de |as
demas princi pal mrente por poseer una pared celular rigida que
| es confiere una forma estable. La mayoria de estas bacterias
se dividen por fisidn binaria y pueden ser esféricas, ovoides
O elipticas. La mmyoria de |os organi snbs que pertenecen a
este grupo no son nbtiles pero al gunas poseen fl agel os.

Fase exponencial de crecinmiento: fase del crecimento en el que el
nanero de individuos presentes se incrementa de nmanera
exponenci al con respecto al tienpo de cultivo (N, = No e).



Fer ment aci 6n: ronpi m ent ode substanci as orgéani cas, particul arnente
car bohi dratos, bajo condiciones aeré6bicas. Es una fornma de
respiraci 6n anaerdbica y esa presente en ciertas bacterias y
| evaduras. La fernentacidén es una via netabolica para |a
obt enci 6n de energi a.

Fosfolipidos: lipido glicérico en el cual un &cido graso es
reenpl azado por un fosfato y en el que el hidrégeno P-OH
puede ser reenplazado por una anplia variedad de derivados.

Heterotrofico: tipo de nutricidn en el que la principal fuente de
carbono y energia es obtenida de conpuestos orgéani cos.

H perosndtico: solucion con una presi én osndtica mayor que |la de
otra soluci 6n de referencia.

Hongos filanentosos: Diverso grupo de organi snos, principalnente
terrestres que se diferencian de las plantas por su carencia
de clorofila; son generalnente parasiticos 0 saprofiticos vy
estan constituidos por hifas.

Levaduras: Hongos unicelulares que se reproducen asexual mente por
gemaci 6n  y/o fision. En este grupo tanmbién se observa
reproducci 6n sexual (fornaci 6n de esporas sexual es).

Levaduras hal otol erantes: |evaduras capaces de proliferar a bajas

actividades de agua por tolerar altas concentraciones de sales
en el nedio.

Levaduras halofilicas: |evaduras capaces de crecer optimnmente y
proliferar a bajas actividades de agua so6lo cuando en el nmedio
exi sten altas concentraci ones de sal es.

Levaduras osnofilicas: |evaduras capaces de crecer y proliferar a
baj as activi dades de agua (altas presiones osnbticas) creadas
por soluciones de azucares altamente concentradas.

Mcelio: WMsa de filanmentos tubulares no fotosintéticos (hifas),
gque conprenden el cuerpo de un hongo. En esta estructura se
producen | os Organos reproductivos de |os hongos.

Isoténica: se refiere a una solucidén que tiene la msm presion
osndtica que una de referencia.

Csnor egul aci 6n: proceso por nedio del cual algunos organisnos
regul an su presion osnbtica interna al controlar |la cantidad

de agua y su concentraci 6n de sales, para controlar su propia
t urgenci a.

Gsnor egul ador es: solutos osndticamente activos diferentes del
soluto principal externo que son producidos por la célula para
bal ancear las diferencias que existen con respecto al



potencial osmotico del nedio extracelular. Conprenden en su
mayoria iones inorganicos y nol éculas organi cas de bajo peso
nol ecul ar.

Presi on osnbtica: es la presion que se requiere para mantener el
equilibrio entre el paso de nol écul as de un solvente a través
de una nenbrana en una y otra direccion, .

Pol i al cohol : (pol i hi droxi al cohol , polioles 0 al cohol es
polihidricos) alcohol que tiene varios grupos OH en su
nol écul a.

Vacuol a: organelo esférico Ileno de fluido y de tanafio variable que
se encuentra en | os eucariotas. Esta rodeado por una nenbrana
sinple y funciona conb conpartimento para separar una gran
variedad de materiales de el citoplasnma. Existen varios tipos

especi alizados entre los que se encuentran: las vacuolas
alinmenticias, las contractiles, |as autofdagicas, etc.
Zw tterion: ion con anbas cargas, positiva y negativa. Los

am noaci dos pueden formar zwitteriones; el grupo amino tiene
la forma -NH + y el grupo acido es ionizado conp -Coo".



EFECTO DE LA SALINNDAD EN LA COWPOSI ClON Y CONCENTRACI ON DE
OSMOREGULADORES EN LEVADURAS HALOTOLERANTES

RESUMEN:

Se aislaron cinco cepas de |evaduras halotolerantes a partir
de nmuestras de agua colectada en la |aguna de condensaci 6n de |a
salina de Pichilingue B.C. S., por el método de enriquecinento. De
estas, se estudiaron las tres cepas ms halotolerantes y no
filamentosas y dos especies de |la Coleccion de Levaduras Marinas
del Centro de Investigaciones Bioldgicas de B.C.S., que se
pretenden introducir en la dieta del <camarén y en otras
apl i caci ones biotecnol 6gicas. Se estudié el efecto de |a salinidad
Yy la tenperatura en el crecimento y en la conposicidon y
concentraci 6n de osnoregul adores en estas cepas, encontrandose que

el efecto del incremento de la salinidad y la tenperatura es
particular para cada especie. Sin enbargo, se observaron tres
grupos definidos: organisnps |igeranente halotolerantes, que se
desarrollan en concentraciones de Nacl del 3 al 9 % (Rhodotorula
rubra, Crvptococcus albidus var. al bidus, y candidad sp.),

organi snos noderadanente halotolerantes que se desarrollan en
concentraci ones de Nacl del 9 al 18 % (Hansenula sp. y Debaryonvces
hansenii) y organisnps extremadanente hal otolerantes, que se
desarrollan en nedi os con concentraci ones de Nacl del 20 % y nas
(Aur eobasi di um pul | ul ans).

Tanmbi én se encontro una estrecha relacion entre el incremento en |a
salinidad y la elevacion de los niveles intracelulares de ciertos
netabolitos. Para Rh. rubra, Cr. albidus var. albidus. candida sv.
y A. pul lul ans el glicerol intracelular se i ncrenment a
concomtantenmente con la salinidad, det erm nandose que este
netabolito es el que juega el principal papel en |a osnoregul aci 6n
de estas especies. No obstante, en_cCandidasp. tanbi én se observo
una inportante participacion de |os am noacidos intracelulares en
el proceso osnoregul atorio.

En Deb. hansenii, aunque el glicerol se sintetiza en respuesta al
incremento de la salinidad, no es capaz de bal ancear el potencia

osndtico intracelular con respecto al del nedio que |le rodea, por
o que se concluye que en este mcroorganisno existe otro (u otros)

mecani snos no considerados en este estudio que le permten
subsistir y desarrollarse en nedios altanmente salinos.




ABSTRACT:

Five hal otol erant yeast strains were studied for the effect of
salinity and tenperature on overall growh of the organism and the
conposition and concentration of their osnoregulators. Itwas found
that an increase in tenperature and salinity pronoted a strain
specific effects. however, three tendencies were observed and
defined as: slightly halotolerant (Rhodotorula rubra, cryptococcus
al bidus var. albidus and _candidasp.), noderately hal otol erant
(Hansp.and Debar yonvces hanseni i) and extremately
hal ot ol erant —(Aureobasidium pullulans).

A close relationship was found between an increase in salinity an
increase in the concentration of certain intracellular netabolites.

In Rh rubra, C. albidus var. albidus, _candidasp. and A.
pul I ul ans, the glycerol level increased concomitantly wth

salinity. This netabolite seenms to play a major role in the
osnoregul ation of these species. Nevertheless, in the last two
species, the intracellular am noacid pool contributed to their
osnoregul atory process. Al though nost yeasts synthesize glycerol in
response to salinity, Deb. hansenii was not able to balance the
osnotic pressure. Therefore, we conclude that this particular
microorganism may have another nmechanismthat allows it to survive
and grow in highly saline environnents.
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1. I NTRODUCCI ON

1.1 Efecto de la salinidad y osnoregul adores en

nm cr oor gani snos.

La habilidad para adaptarse, dentro de limtes variantes, a
canbios en l|la presiéon osnmdtica del nedio, es una propiedad
i nherente de la mayoria de las células vivas.

Se ha observado que |a exposicion a altas concentraci ones de
sal es provoca varios efectos en las células. Una concentraci on de
cloruro de sodio hiperfisiologica induce a las células a adoptar
formas pequeilas, ocurriendo ademas un pronunciado y continuo
decremento en el volunen celular (conpb respuesta innmediata al
estrés osndtico) y un incremento en |la excentricidad elipsoidal a
incrementarse la salinidad (Lindman, 1981 a; Watanabe y Takakawa,
1984; G nzburg, 1987).

La conposicion de lipidos intracelulares tanbién se ve
afectada por un incremento en la salinidad. En |evaduras, varian
| as proporciones de ésteres-esteroles y acidos grasos |ibres de
acuerdo a la nolaridad del nedio (Watanabe y Takakawa, 1984;
Tunbl ad- Johansson et al, 1987). Un increnmento en |la salinidad de
cero a 8 %resulta en un decrenmento en el contenido de fosfolipidos

celulares en base al peso seco. En Saccharonvces cerevisiae se

decrementa |igeramente la proporci6n de acidos grasos cC,, con un
consecuente increnento de los acidos c,,, mentras que en |as cepas

osnotol erantes se incrementa el contenido relativo de acido ol eico



2
(Cig.;) a expensas de la proporcion de acidos c,, poliendlicos
( Tunbl ad- Johansson y Adler, 1987).

La estructura de la pared celular permanece sin canbios a
concentraciones de cloruro de sodio de 0 y 18%, sin enbargo, |os
ni vel es de mananos (tanto de |la pared conp del medio extracel ul ar)
di sm nuyen cuando l|as células crecen en presencia de un 15% de
cloruro de sodio (Watanabe y Takakawa, 1984). Por otra parte, el
contenido de carbohidratos y proteinas de |a nenbrana pernanece

constante ante | os canbios en la nolaridad extracelul ar (Hanada et
al, 1984).

A altas salinidades los niveles internos de sales no son
suficientes para balancear el potencial osndtico del anbiente
(Norkrans y Kylin, 1969; Hobot y Jennings, 1981), por |o que se
acurmul an intracelularnmente solutos que son diferentes del soluto
princi pal externo, conocidos conmp osnoregul adores (Lindman, 1981b;
G nzburg, 1987). Estos solutos internos tienen conp funcidn
principal igualar |a presién osnotica intracelular con |la del nedio
externo. Ademas, son conpatibles con |os procesos netabdlicos
celulares, por 1o que no interfieren ni daflan el funcionam ento
normal de la célula, y en nmuchos casos protejen |a actividad
enzimatica de las altas concentraci ones de iones.

En la actualidad, se conocen varios solutos involucrados en la
adaptaci 6n osnotica de varios mcroorganisnos (Tabla 1). En las
ar queobacteri as hal ofilicas extrenas (Hal obact eri aceae), por
ejenplo, el Kcl es el principal soluto intracelular, encontrandose

a concentraciones de 5 eqg/lt. En Dunaliella salina (un alga
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halofilica wunicelular) y en algunos hongos nmicroscépicos |os
pol i al cohol es se acunmul an cono solutos conpatibles (Yancey et al,
1982), y en las eubacterias halofilicas se ha encontrado que |a
betaina tiene esta funcién (Imhoff y Rodriguez-Valera, 1984). Los
di sacari dos pueden ser tanbi én buenos osnoregul adores conp en el

caso de al gunas m croal gas (Vazquez-Duhalt y Arredondo-Vega, 1991;

Band et al, 1992).

1.1.1 Osnor egul adores sol ubl es conpati bl es.

Los osnoregul adores son solutos osnoticanmente activos,
conprendi dos en su mayoria por iones inorganicos y nolécul as
organi cas de bajo peso nolecular que se encuentran presentes en
todas las células (Yancey et al, 1982).

Los osnoregul adores celulares que se acunmulan en el interior
de las células evitan |a deshidrataci on al bal ancear el potencia
hidrico del citoplasma con el nmedio exterior (Le Rudulier et al,
1984). Estos productos osnoregul adores no afectan adversanente |a
estructura macronol ecular y funci 6n de | as proteinas, por |o que se
| es conoce bajo elt érm no de sol utos conpatibles (Lindman, 1981 a;

Yancey et al 1982; Adler, 1986).

Los solutos conpatibles y no conpatibles se distinguen en base
a dos propiedades: a) los solutos no conpatibles interactudan
especificanmente con ligandos y sitios activos de |las enzims por |o
que afectan su funcidon: b) es diferente la forma en la que |os
solutos conpatibles y no conpatibles afectan la hidratacion,

solubilidad e interacci 6n de cargas de varios grupos de proteinas.
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Estos efectos estructurales, se pueden convertir en manifestaciones

funci onal es, sin enbargo, los osnoregul adores organicos que

comunmente son utilizados por |o0s organi snbs no poseen carga que
TABLA 1.

Si stemas  osnoregul ador es presentes en diversos grupos de
m cr oor gani snos.

GRUPO A. ALCOHOLES POLI HI DRI COS

Cyanobacteri as G ucoci l glicerol Yancey et al, 1982
Hongos Ar abi t ol Yancey et al, 1982
Gicerol Adler et al, 1985
Mani t ol Adler et _al, 1982
Al gas uni cel ul ares Gicerol G nzburg, 1987
Sacar osa Band et al, 1982
| sof  ori dési do Yancey et al, 1982
Lam nari bi osa Ar r edondo- Veg Vega and

Vazquez-Duhalt, 1992

GRUPO B. AM NOACI DOS Y DERI VADOS DE AM NOACI DOS

Eubacteri as Ac. glutéamco Yancey et al, 1982
Prolina Yancey et al 1982
7-Ac. ami nobutirico Yancey et al, 1982
Eubacterias halofilicas Bet ai na I mhoff et al, 1984
Pr ot ozoari os Gicina Yancey et al, 1982
Al ani na Yancey et al 1982
Prolina Yancey et al 1982
Cyanobacteri as Gicina Mackay et al, 1984

GRUPO C. UREA Y METILAMINAS

Cyanobacteri as Bet ai na Mackay et al 1984

GRUPO D. | ONES | NORGANI COS

Cyanobact eri as K* Mackay et al 1984
Ar queobacteri as K* Yancey et al 1982
Arqueobacterias halofi- Kcl | mhof f et al 1984

licas extrenms

(Modi ficada de Yancey et. al., 1982).
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pueda formar conplejos con |os netabolitos celul ares, general nente
cargados negativanente. Los polialcoholes, la wurea y el
trinetilamna Noxido (TMAO), no tienen carga negativa, ademas
otras netilaminas y aminoacidos actuan conp zwiteriones al pH

fisiolégico (Yancey et al 1982).

Exi sten varios tipos de sistenmas osnoregul adores conpatibles
intracelulares (Tabla 1), dentro de los que se distinguen cuatro
grupos que son: (A alcoholoes polihidricos o polioles; (B)
am noaci dos y derivados de am noacidos: (C) urea y netilamnas; y

(D) los iones inorganicos (Hobot y Jennings, 1981; Yancey et al

1982; Le Rudulier et al 1984; Mackay et al, 1984; Wthered vy
Jenni ngs, 1985; Adler, 1986).

1.1.2 Efecto de Nacl en la actividad enzimatica.

La concentracion de Nacl en el nedio tiene ciertos efectos
sobre la funcionalidad de al gunas enzinmas de organi snbs expuestos
a un estrés osndtico salino. Una de las preguntas que mas ha
preocupado a | os investigadores, es si el organi snb posee enzinas
capaces de tolerar altas concentraciones de Nacl, o si el interior
celular semejante al de |os organi snbs de agua dulce, y si el Nacl

es excluido de la célula por una menbrana inperneable (G nzburg

1987) .

Johnson et al 1968 fué el prinmero en estudiar el efecto del

NacCl en enzimas especificas. Estudiando a D. _salina observo que |la
concentraci 6n inhibitoria de Nacl de |las enzimas intracelul ares fué

muy baja en conparacién a aquella observada para |as enzinas
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extracel ul ares, concluyendo entonces que el interior celular esta
virtualmente libre de Nacl. Esta conclusién ha sido anplianente
aceptada, aunque no se ha argunentado el efecto particular del NacCl
en todas las enzinmas de D._salina. Sin enbargo, se ha observado que
| as uni dades funcional es de |as hal obacterias estan adaptadas para
trabajar en altas concentraciones de sal, l|las cuales adenmas, se
requi eren para mantener la integridad de la envoltura celular y la
estabilidad y actividad de las proteinas, incluyendo a |as enzinmas.

En general, se ha establecido que |a nmayoria de las enzinas
hal obactriales requieren altas concentraciones de sal (1 -4 M

para su estabilidad y actividad (Bayley y Norton, 1978, Nolasco,
1992). En otros trabajos se enfatiza la inportancia que tienen el

sustrato y la concentracion de la enzima en |a determ nacion de

grado de i nhibicién causado por el Nacl: mientras mayores sean |as
concentraci ones de enzim y sustrato (favoreciéndose |a formacion
de conplejos sustrato-enzinma), nmenor va a ser el grado de
inhibicién causado (Gnmmer et al, 1984). Oros autores han
puntual i zado que la sensibilidad de las enzinmas no es la msm in
Vivo que in vitro.

Fi nal nrente, se ha observado que el efecto del glicerol en |as
enzimas de D.__salina puede resumirse en dos puntos principales
(G nzburg, 1987):

a) Estabiliza la estructura de algunas enzimas (p. e€j.

di hi dr oxi acet ona cinasa)
b) Contraresta | a inhibicion causada por el Nacl en al gunas

enzimas (p. €j. glicerol-3-fosfato deshi drogenasa,



di hi dr oxi acet ona reductasa).

Por otro |ado, al gunas enzimas de D. salina poseen

caracteristicas especiales. Michas, han sido nodificadas en vias
met abdl i cas que | as vuel ven i nsensibles a | os i ones,
particularmente Na+, y al glicerol. Tanbién se han observado
nodi fi caciones en la estructura de las nol écul as enzinmaticas que
l es confieren tolerancia al Nacl: sus proteinas contienen un anplio
cociente de residuos &cido/basico (G nzburg, 1987), general nente
estan hidratadas y tienen una alta viscocidad intrinseca (Paradies
y Vetterman, 1979).

En levaduras, |os polialcoholes no s6lo tienen Ia funcidn de

solutos conpatibles en la célula, tanmbién se |les considera conp
carbohi dratos de reserva, conp conmpuestos transportadores y cono
nol écul as de almacen de poder reductor (Blonberg y Adler, 1992).
No existe nmucha informacion de por qué |os polialcoholes son
al macenados conmb reservas de carbono, pero el mannitol es el
candi dato mas conspi cuo. Aungque este conpuesto se encuentra tanbién
en grandes cantidades en el mcelio, en los cuerpos fructiferos y
en esporas, esta funcion no estd en conflicto con su papel de
osnor egul ador .
Jennings (1987) puntualizdé a la trehalosa conb el conpuesto
transportado con nayor frecuencia por el glicerol, existiendo
evidencias experinmentales de que los polialcoholes trasportan
nol écul as carbonadas a grandes di stanci as.

El papel de |os polial coholes conb fuente de poder reductor,

es inportante puesto que el mantenimento del netabolisnmo cel ul ar
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es dependiente de un continuo aporte de NAD" citosélico para la
oxi daci 6n de sustratos. Los polial coholes son mAs reductores que
| os azucares y la formaci 6n de poli hidroxial coholes representa una
via de depdsito de equival entes reduci dos a NADH re-oxi dado. Estéa

bi en establ ecido que la fornmaci é6n de glicerol en Sacch. cerevisiae

es un nmedio por el que las células oxidan NADH durante la
fermentaci 6n al cohdlica. La reduccion de una aldosa o una cetosa al
correspondi ente polial cohol, tanbién se ha considerado conp un
nmedi o de renover H' del citoplasma (Jennings, 1984).

Aunque la reacci6n para |la conversi 6n de azucares a polial cohol es
no es consuni dora de protones, su producci 6n puede estar integrada
en la regulacion del pH celular sinplenente por constituir un

producto final neutro.

1.1.3 Presi ones osnoti cas.

El agua que es el constituyente predom nante de las células
vivientes y netabolizantes, es reconocido conb un prerequisito para
la vida, y las dificultades de |a sobrevivencia se increnentan con
| a sequedad del medi oanbi ente.

Sin enbargo, un déficit de agua puede existir tanbién en un nedio
donde el agua aparentenente es abundante. La introduccion vy
subsecuente disolucion en agua de un conpuesto io6nico (conp el
cloruro de sodio) o un conmpuesto no iénico (cono | a sacarosa) puede
di sm nuir gradual mente su concentraci 6n relativa. La influencia de
los solutos en la efectividad del contenido de agua (Tabla 2)

general nente se expresa en térmnos de actividad de agua (a,) o
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potencial hidrico (Y). La actividad de agua, que esta definida cono
| a disponibilidad de |as nol écul as de una soluci6n para intervenir
dentro de un proceso (incluyendo |a evaporacion), en relacion a
aquel l a del agua pura a la msma presién y tenperatura, es
numericamente igual al equilibrio de |a hunmedad rel ativa.

La relacion entre la actividad de agua y el potencial hidrico en

una sol uci 6n esta dada por

Y =RT ln a, + P
\Y

W
donde R = constante de |os gases, T = tenperatura en grados Kelvin,
v, = vol dmen nolal parcial de agua y P = presion hidrostatica de
agua.

La presidén osmdtica ,w, (que se increnenta al aunmentar |a
cantidad de material disuelto) es la nedida de la tendencia a
diluirse de una disolucion separada del disolvente puro por una

menbrana sem perneable y es igual a:

T = _ _1311naw
\Y/

W
y la relacion que existe entre la a, y la concentraci 6n del soluto

esta dada por: lna,=_ vmoO
55.51
donde v = nunmero de iones formados por cada nol écula de soluto; m
= concentraci 6n nolal del solutoy O = coeficiente nolal osnbtico.
Los microorganisnmbs en todo nomento estdn en equilibrio
hidrico con su nedio, debido a la alta perneabilidad del agua a
través de su nenbrana plasmatica. Los nicroorgani snos, general nmente

sumer gi dos en su nedi o, pueden ajustar su contenido de agua a |os
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pocos segundos de presentarse un canbio anbiental en la actividad
de agua. Sin enmbargo, esto no inplica necesarianmente una igual aci 6n
de la actividad de agua en anbos |ados de |a menbrana plasmati ca.
Aunque | a pared celular puede resistir la presién de turgencia

(presion hidrostatica) a una baja actividad de agua intracel ul ar

Tabl a 2.

Actividad de agua de al gunos fluidos y sol uciones de Nacl.

.. Conpuest o Mol ari dad NaCl (%)
1.0 aPua pura 0.0 0.0
0.994 pllasma sangui neo 0.9
0. 980 agua de mar 0.599 3.5
0. 953 soluc¥én NaCl 1. 370 8.0
0. 940 | 1.711 10. 0
0.926 " 2. 050 1.9
0. 895 I 2.567 15.0
0. 845 " 3.422 20.0
0. 840 I 3.910 22.8

(Tomado de Lindman, 1981 b).

(en relacion a la extracelular), adquirida por |a acumul aci6n
intracelular de solutos, puede bal ancearse por una diferencia en la
presion de turgencia a través de |a menbrana. Consecuentenente, en
| as células con paredes es frecuente encontrar bajas a, (Lidman,
1981 a).

1.2 Levaduras Mari nas.

El térmno "Levaduras Marinas" incluye a todas las |evaduras

y organi snos |evaduriformes capaces de construir y perpetuar
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pobl aci ones en anbientes marinos, o aquellas en las que su
reproducci 6n vy crecimento ocurren preferentemente a |a
concentraci 6n de sales del mar (Kohl neyer y Kohl nmeyer, 1979); ésta
definicién no excluye a aquellas |evaduras que tanbi én son capaces
de ocupar, o aun de preferir, nichos ecol dgicos no marinos (Van
Uden y Fell, 1968).

Se ha encontrado que al gunas especies de | evaduras estan nejor
equi padas que otras para vivir en el mar. Se ha denpbstrado que |a
versatili dad asimlativa de | as | evadur as mar i nas es
significativamente myor que la de las |levaduras de origen
terrestre (Ahearn et al, 1962; Ahearn, 1964). Las |evaduras, en
general, asimlan un pronedio de 12.8 conpuestos de carbono,
mentras que las especies marinas asimlan un pronedio de 19.2
(Ahearn, 1964; Van Uden y Fell, 1968).

La capacidad de asimlar una gran variedad de conmpuestos de
carbono es una ventaja para |os mcroorgani snos heterotroéficos que
viven en el mr. Sin enbargo, esta capacidad puede ser una
expresion de la versatilidad de asimlacién en general, y una
caracteristica de especies adaptadas a anbientes en donde |a
cantidad de nutrientes es critica (Ahearn et al, 1962). Esta
capaci dad de asimlacion no sélo pernite al mcroorgani sno el uso
de una anplia variedad de conpuestos conp fuentes de energia y
bi omasa, sino tanbién inplica que una alta fraccion relativa del
total de mmteria organica suspendida y disuelta esta disponible

para la célula. Lo anterior es de inportancia decisiva cuando |a

concentraci én de nutrientes es nuy baja, conp sucede en nar
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abierto.
Dentro de los géneros de |evaduras narinas nMAS comunmente
encontrados en anbi entes narinos, tenenps |os siguientes: Candida,

Crypt ococcus, Debar vonyces, Hansenul a, Kl uvver onvces,

Met schni kowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharonyces, Torulopsis vy

Trichosporon (Norkrans, 1966; Van Uden y Fell, 1968).

La tolerancia a la salinidad se presenta tanto en especies
marinas conb en especies de origen terrestre, debido a que |as
| evaduras pueden crecer a concentraci ones de sales superiores a |as
del agua de mar (Van Uden y Fell, 1968; Kol hneyer y Kol hneyer,
1979), desaroll &ndose desde una concentraci 6n de cloruro de sodio
del 4% (w/v) hasta una concentraci on del 24% (w/v) (Norkrans, 1968;
Rei nhei ner, 1974).

En condiciones naturales existen las |lamdas |evaduras
osnofilicas y las |evaduras halotolerantes, que corresponden a
organi snos capaces de proliferar a nmuy baja actividad de agua
(Tilbury, 1980; Lindman, 1981 b).

Las |levaduras osnofilicas tienen wuna gran habilidad de
prosperar a altas presiones osnbticas creadas por soluciones de
azucar altanente concentradas (Anand y Brown, 1968; Tilbury, 1980;
Li ndman, 1981 b). El térmno halotolerante es nas estricto y se
aplica exclusivanmente a los organisnbs que toleran altas
concentraci ones de sales, especialnmente Nacl (Lindman, 1981 b).
Dentro de los géneros que ocurren en anbientes con altas

concentraci ones de sal es se encuent r an: Debar yonvces,

Saccharonyces, Torulopsis, Pichia, Hansenula y candida (Til bury,



1980;

Li ndman,

1981 b; Javor,

1989 a).

13
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2. ANTECEDENTES

2.1 GCsnor egul aci 6n en | evadur as.

La vul nerabilidad de |os mcroorgani snos no hal otol erantes se
debe en gran nedida a su requerimento general de agua "libre"
citoplasmatica, que es un agente reactivo en las reacciones
bi oqui mi cas. Mas aun, las proteinas y otros conponentes cel ul ares

son inherentenente dependientes del agua que permanece en un estado

funcional o libre.

Conp podria esperarse, la halotolerancia en las |evaduras esté
asoci ada con un npsai co especial de caracteristicas y cualidades.
Una de |as propiedades mas inportantes y nas estudi adas de este
tipo de levaduras, es su habilidad de producir y retener varios
al cohol es polihidricos (polioles) intracelularnente (Onishi, 1963;
Brown, 1974), conp respuesta a un incremento en la presion osnbtica
del nedio extracelular (CQustafsson y Norkrans, 1976). Esta
habilidad tanmbién se ha encontrado en otros m croorgani snps
eucari oticos haltolerantes (Yancey et al, 1982; Le Rudulier, 1984).
Los polialcoholes, principalmente el glicerol, pero tanbién el
arabinitol, eritritol y manitol (Adler et al, 1982; Blonberg vy
Adl er, 1989), son produci dos en grandes cantidades conp respuesta

a una baja actividad de agua, y actuan conp osnoregul adores

i ntracel ul ares.
I ndependi entenente de la concentracion extracelular, Ila

concentraci on intracelular de sales pernanece practicanente
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const ant e. Cono en las bacterias halofilicas, en Debarvonvces

hansenii, se ha observado una narcada capaci dad de retener iones K*
preferentemente a |os de Na+t (Norkrans y Kylin, 1969). Se ha
encontrado que los polialcoholes inhiben Ia actividad enzimatica
con un nenor alcance que otros conpuestos a |as concentraci ones
correspondi entes (Myers y Jacoby, 1973). Ellos tanbi én exhi ben un
efecto estabilizante en las proteinas, asi conp un efecto protector
en su conformaci 6n nativa contra |a desnaturalizacion

La producci 6n de osnoregul adores en |evaduras no ha sido
estudi ada anpliamente, sin enbargo, se tienen noticias de ello para
al gunas especies en las que se ha encontrado al glicerol cono el
princi pal osnoregulador (Adler y GQustaffson, 1980; Adler et al,

1981) .

Sacch. cerevisiae, que es una |evadura poco hal otolerante,

t ambi én nuestra producci 6n de glicerol cuando esta sujeta a estrés
salino (Blonmberg y Adler, 1989), sin enbargo, |la mayor parte de
glicerol que Pproduce se pierde en el medi o circundante,
observandose por |lo tanto una baja capacidad de retener al glicero
intracelul armente, en conparacién con otras |evaduras mas
tolerantes al Nacl. La perneabilidad del glicerol estéa marcadanente
influenciada por Ila conposicion de los acidos grasos en |os
fosfol i pidos. Conbs et al (1980) encontraron que al increnentarse

l a concentraci 6n de NacCl dism nuye |a proporci 6n de acidos grasos

i nsaturados en candida albicans, |o cual posteriornente fué

observado tanbién en Deb. hansenii y Zigosaccharonyces rouxi

(Adler et al, 1982; Hamada et al,1984).
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Tanmbi én actulan conop osnoregul adores otros polialcoholes vy
al gunos carbohidratos <cono la trehalosa (Tabla 3). En Deb

hansenii, que es |a especie mas estudi ada, se ha encontrado que el

glicerol es el producto osnoregulador en |la fase exponencial de
crecim ento, mentras que el arabinitol se produce en altas

concentraci ones durante la fase estacionaria (Adler et al, 1985).

En candida tropicalis, se ha observado que el osnoregul ador

producido bajo un estrés de cloruro de sodio es la trehal osa
(Saubenova et al, 1989).

Se ha observado que el osnoregul ador producido por la célula
depende en cierta nedida del tipo de soluto inductor del estrés

osmdti co. En Zisosacch. rouxii (sin. Saccharonyces rouxii), se

TABLA 3.

Gsnor egul aci 6n en | evadur as.

Especi e Tipo de stress Gsnor esul ador Ref erenci a

Deb. hansenii Nacl dicerol Lucas, 1990

Zi gosacch. rouxii Nacl Adicerol Van- zZyl, 1990
PEG dicerol - Van- zyl, 1990

Ar abi ni t ol

H. anomala Nacl dicerol Van- Eck, 1989

C._tropicalis NacCl Tr ehal osa Saubenova, 1989

Sporid. sal nonicolor Nacl T-Decalactona Gervais, 1990

NaCl = cloruro de sodio, PEG = polietilenglicol

encontr6 que al exponer a las células a un nmedio con alta
concentraci 6n de cloruro de sodio, el osnoregulador producido es el

glicerol. Sin enmbargo, al exponer a las células a un nmedio con alta
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Tanbi én actdan conmo osnoregul adores otros polialcoholes vy
al gunos carbohidratos conb la trehalosa (Tabla 3). En Deb

hansenii, que es |a especie mas estudiada, se ha encontrado que el

glicerol es el producto osnoregulador en |a fase exponencial de
crecim ento, mentras que el arabinitol se produce en altas
concentraciones durante |la fase estacionaria (Adler et al, 1985).

En candida tropicalis, se ha observado que el osnoregul ador

producido bajo un estrés de cloruro de sodio es la trehal osa

(Saubenova et _al, 1989).

Se ha observado que el osnoregul ador producido por la célula
depende en cierta nmedida del tipo de soluto inductor del estrés

osmdtico. En Ziqosacch. rouxii (sin. Saccharonmvces rouxii), se

TABLA 3.

Gsnor egul aci 6n en | evadur as.

Especi e Tipo de stress Gsnor equl ador Ref er enci a

Deb. hansenii NacCl dicerol Lucas, 1990

Zigosacch. rouxili NacCl G icerol Van- Zyl, 1990
PEG Gicerol - Van- Zyl, 1990

Ar abi ni t ol

H. anomala NacCl dicerol Van- Eck, 1989

C._tropicalis NaCl Tr ehal osa Saubenova, 1989

Sporid. sal nonicolor Nacl T-Decalactona CGervais, 1990

NaCl = cloruro de sodio, PEG = polietilenglicol.

encontré que al exponer a las células a un nedio con alta
concentraci 6n de cloruro de sodio, el osnoregulador producido es el

glicerol. Sin enbargo, al exponer a las células a un nmedio con alta
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concentraci on de polietilenglicol (PEG, el osnoregul ador producido
no sélo es el glicerol, sino que tanbién se sintetizan canti dades
significativas de arabinitol que contribuyen a contrarestar |a
presi 6n osndtica creada por el nedio extracelular (Van Zyl, 1990).

Sin enbargo, en Deb. hansenii se ha observado que sol uciones

i sot oni cas de varios solutos estresantes inducen |a acunmul aci 6n de
glicerol a niveles simlares (Tabla 4), por 1o que en esta especie,

la acunul aci 6n del glicerol es una respuesta generalizada al estrés
osnotico (Adler, 1986).
TABLA 4.

Acurul aci 6n de glicerol por Deb. hansenii después de |a exposicion
a varios solutos estresantes.

Sol ut o dicerol intracelular
estresante UM mq p.s.”
a 0.9964 a 0.9927
KCcl 0.24 0. 44
Nacl 0. 25 0. 43
Na,S0, 0.25 0. 44
Sacar osa 0.27 0.49

(Tomado de Adler, 1986).

La alta acumul aci 6n intracelular de glicerol y el hecho de que
| os canbios internos de sales (Norkrans y Kylin, 1969; Hobot vy
Jennings, 1981), am noacidos y otros conpuestos de bajo peso
nol ecul ar, no son suficientes para ajustar |a presion osndtica del
medi o extracel ul ar, sugiere que el glicerol tiene el pape

fundanmental en |a osnoregul aci 6n de ésta especie.
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En Deb. hansenii, 1la produccion de glicerol es inducida

osnoti camente, mientras que en Zisosacch. rouxii el glicerol es

producido constitutivanente y las células regulan su contenido
intracelular alterando la proporcion retenida dentro de ellas

(Brown, 1978; Van Zyl and Prior, 1990).

2.1. 1. Met abol i sro del glicerol
El netabolisno del glicerol, que ha sido anplianente estudiado

en Deb. hansenii, se nuestra en la figura 1. Ahi puede observarse

que hay dos vias para | a degradacion del glicerol. Una, es la via
(G3P) que involucra a las enzimas glicerol cinasa (paso A vy
glicerol -3-fosfato deshi drogenasa mtocondrial (paso B); y la otra
es la via (DHA) que incluye a las enzimas glicerol deshidrogenasa

(paso C) y la dihidroxiacetona cinasa (paso D) (Adler et al 1985;

Ni | sson et al 1989). Evidencias experinentales (Adler, 1986)

nmuestran que |la via DHA es de nuy poca inportancia para la
degradaci 6n del glicerol, por o que se cree que la ruta principal

para su degradacion es la 3P (Gancedo et al, 1968; Adler et al

1985; Adler, 1986).

Por otra parte, la produccion de glicerol ocurre via sintesis
de la dihidroxiacetona fosfato (paso E) en la via glicolitica,
segui da por una reducci6n de la dihidroxiacetona fosfato por I|a
glicero-3-fosfato deshi drogenasa dependi ente de NADP (paso F) y la
subsecuente desfosforilacion del glicerol-3-fosfato via fosfatasa

(paso G (Gancedo et al, 1968; Adler et al, 1985; Adler, 1986

Nilsson y Adler, 1990). A diferencia del netabolisno del glicerol
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en_D. salina, en Deb. hansenii |a conversi 6n de dihidroxiacetona a

di hi droxi acetona fosfato, es reversible (Brown y Edgley, 1980;

Adl er, 1986; G nzburg, 1987). En Zigosacch. rouxii y en Sacch.

cerevisiae, la via responsable de la formacién de glicerol es la

GICAl SIS
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G3 P e — DHAD —t = GAP
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V C
GLICEROL~= — DHA

NADP NADPH

Figura 1. Esquenma del netabolisno del glicerol en Deb. hansenii.
G3P: glicerol-3-fosfato; DHAP: di hi droxi acetona fosfato; DHA:
di hi droxi acetona; GAP, gliceraldehido; FBP, fructosa difosfato;

NADPH, ni cotinadenina dinucleétido fosfato reducida; NADP,
ni coti nadenina dinucleotido fosfato. A) glicerol-cinasa; B)
glicerol -3-fosfato deshi drogenasa mtocondrial: <¢) glicerol

deshi drogenasa; D) dihidroxi acetona-cinasa; F) glicerol-3-fosfato
deshi dr ogenasa.
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de la DHA, sélo que en la Gltim especie es dependi ente de NAD" nas
que de NADP' (Blonberg y Adler, 1992). El glicerol es un producto
final regulador cuando las |evaduras fernentan azucar o etanol
Para mantener el bal ance redox, DHAP es reducida a glicerol

Por otra parte el crecimento en glicerol conmpo Unica fuente de
carbono fué denobstrado en el 89 % de |las 496 cepas de |evaduras
descritas por Barnett et al (1983). El glicerol es el polialcohol
mas pequefio que puede funcionar conpb soluto conpatible. Desde e
punto de vista de la econonmia del carbono, |a produccioéon de
glicerol representa una via efectiva y poco costosa de
osnor egul aci 6n. Esta puede ser la razon por la que el glicerol es
el osnmolito preferido en células en fase exponencial, mentras que
en células en fase estacionaria el glicerol com enza a desaparecer
y enpienzan a ser los conpuestos organicos intracelulares
predom nantes otros polioles de nayor tammfio. EStos conpuestos que
son nenos perneables que el glicerol, o mas faciles de retener

dentro de la célula, no pueden ser conpletanente sustituidos por el

glicerol en térmnos de contribucién al potencial osndtico.

2.1.2. Transporte de polial cohol es.

Un sistema de transporte constitutivo con alta especificidad
para el glicerol se ha identificado en Deb. hansenii (Adler et _al.,
1985; Lucas et al., 1990). Células en ayuno para K y Na+
transportan el glicerol por difusiéon pasiva, mentras que la

adi ci 6n de estos dos iones origina un transporte de acuerdo a la

cinética de Michaelis-Menten (Lucas et al., 1990). El glicerol es
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transportado por un sistema de cotransporte (synporter) sodio-
glicerol, en donde el gradiente transmenbranal de Na' deriva de la
i ncorporaci 6n del glicerol, que se nmantiene por un sistema de
contratransporte (antiporter) Na‘/H'. Los iones potasio son
acept ados conp sustrato cuando | a concentraci 6n de Na+ es nuy baja.

Se sabe poco de los mecanisnds por los cuales los
pol i al cohol es de mayor tamafio son introducidos a la célula. Segun
| as observaciones de Canh et al (1975), |los polioles de nmmyor

tamafio cruzan |a nenbrana plasmatica de  Sacch. cerevisiae por

di fusi 6n pasiva. Sin enbargo, l|a incorporaci6n de nmanitol en esta
especi e parece ser energia dependiente, nediada por un sistena
acarreador de transporte. Kléppel y Hofer (1976) denpstraron que

Rh. sracilis posee un sistema constitutivo de transporte de

manitol, xilitol 'y arabinitol y wun sistema de incorporacion
inducible, <con baja afinidad a polioles, por |lo que su

i ncorporaci 6n estéa asoci ada con |a absorci 6n de protones.

2.1.3. | ones i norgani cos.
En levaduras suceden ajustes de l|os principales cationes
intracelulares en respuesta al estrés osnbtico. Los niveles

intracelul ares de Na+ y XK' en Sacch. cerevisiae varian dependi endo

del valor de pH,  de la disponibilidad del sustrato y de la
concentraci 6n de electrolitos en el nmedio (Rothstein, 1963; Borst-
Pauwel s, 1981).

En las células en reposo los niveles de estos iones son

apr oxi madanmente iguales, mentras que en células en crecimento, el
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nivel de Na+ dismnuye y el nivel de K aunmenta réapidanmente (Jones
et _al., 1965). En experinentos en quimostato se ha encontrado que
la cantidad de KXK' permanece mentras que |os iones Na+ se
i ncrementan concomitantenmente con la salinidad; la relacion interna
K'/Na" disminuye de >10 a baja salinidad a = 0.5 en altas

salinidades (Larsson et al., 1990). Deb. hansenii ajusta 1|os

niveles en corto tienpo en base a un marcado reflujo de Na+, |0 que
contrasta con el ajuste en un estado estable de crecimento, en el
que estan involucrados la dismnucion de los iones Na'y el

incremento en el contenido de glicerol (Hobot y Jennings, 1981).

2.1.3.1 Transporte.

La ATPasa-H" de |a nenbrana plasméatica de hongos y |evaduras
ha sido nmuy bien caracterizada (Serrano, 1989); esta enzinma genera
un gradiente electroquimnm co de protones que provee permanentenente
de la fuerza estinulante para el transporte de nutrientes y iones

i norgani cos a través de |a nenbrana.

En Sacch. cerevisiae hay evidencias de que |a incorporaci 6n de
K" estd estinulada por una bonba el ectroquim ca de protones (Pefia,
1975; Eddy, 1982). ElI sistema de transporte responsable de la
i ncorporaci 6n de K" tiene afinidades duales, el gen que codifica
para una proteina de la nmenbrana plasmatica (TRK1), que es
necesaria para la incorporaci6n de alta afinidad de |os iones K',
fué recientenente clonado y secuenci ado (Gaber et al., 1990)

Se cree que los iones Na+ entran a la célula |evaduriforne a traveés

de acarreadores K", y probabl enente tanbi én por contratransporte de
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sustrato Na+.

Usando regi stros el éctricos obtenidos nediante el uso de la técnica
de "patch-clamp" se ha denpbstrado |a existencia de canales de x*

vol t aj e-dependi entes en | a nenbrana plasmati ca de Sacch. cerevisiae

(Qustin et _al., 1986). Estos canal es estan conduci dos y favoreci dos
externamente por el paso del ion X" por encinma del ion Na' por nas
de 20 veces. Custin et al (1989) identifico en la nenbrana
pl asmatica de |evaduras canales io6nicos mecanosensitivos. Estos
canales difieren de los canales de K en l|la sensibilidad de
i nhi bi ci 6n, conductancia y en su perneabilidad a iones. El tipo de
energia que regula estos canal es depende del tamafio celular, que
induce la regulacidén por la tension (o estiramento) de |a nenbrana
pl asmati ca mas que por su presion. La existencia de |os canales

i 6ni cos mecanosensitivos sugieren un mecani sno nol ecul ar por el que

la tensi on de |la nenbrana induce a canbios en |a perneabilidad.

2.1. 4. Conpartanental i zaci 6n de sol utos.

La conpartanentalizacion celular es un aspecto inportante de
| a acunul aci 6n de solutos. La presencia de vacuol as en |evaduras y
hongos filanentosos ofrece a los organisnos |la posibilidad de
segregar iones dentro de estos organelos inertes, y de esta form
dismnuir la concentracion de |los iones en el citoplasma. En
| evaduras, |a solucidn vacuolar es isotonica con |la del citoplasm
pero su conposicion es diferente (DUrr et _al., 1975); la vacuola se
considera conmob un conpartimento de almacenamiento de solutos

cati onicos (Ca++, arginina, lisina, etc.. ). Existe un confinamento
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selectivo de iones Nat 0o K'" a la vacuola en hongos expuestos a
medi os salinos. Cuando el crecimento sucede en un nedio diluido
| os iones (K" en levaduras) son los principales contribuyentes en
| as rel aci ones osnbticas. Siguiendo un shock hiperosndtico, hay un
rapido ajuste idénico que resulta en la pérdida de turgencia y
vol anen, que es seguida por una |larga fase caracterizada por la
acumul aci 6n sel ectiva y conpensatoria de polial coholes. Este nivel
estable de iones y polialcoholes individuales, aparentenente,

depende del soluto estresante y del organi snmo estudi ado.
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3. JUSTI FI CACI ON

Las caracteristicas menicionadas en | a i ntroducci on
(producci 6n de solutos conpatibles, gran versatilidad en Ila
asimlaci 6n de fuentes de carbono, requerimento nutricional nenor
al de levaduras terrestres, nayor capaci dad de adaptaci 6n a nedi os
extremps, etc) hacen que las |evaduras halotolerantes sean una
buena alternativa para |a producién conercial de alcoholes
polihidricos (Phaff, 1986). Ademas, se tiene la ventaja de que a
crecer Jlas |evaduras en nedios extrenos (tenperatura y/o
salinidad),los costos de producci 6n se ven reducidos fuertenmente al
disminuir los riesgos de contaminacion y las necesidades de
esterilizacion, que son |los de mayor peso en |la obtencidn a gran
escala de productos quimcos a partir de mcroorgani snos.

Ora ventaja de utilizar estas |evaduras para |la producci 6n de
quimcos finos es que, dada su gran adaptabilidad fisiologica
pueden netaboli zar fuentes de carbono baratas y en Dbajas
concentraciones, |0 que otro tipo de mcroorgani snos son i ncapaces
de aprovechar bajo las nismas condiciones.

Aunado a la inportancia que tienen las |evaduras extraidas de
medios extrenps para su explotacion conercial, un aspecto
inportante, es que este trabajo representa una contribucidén a
conocimento de la biota de las salinas (en especial de la Salina
de Pichilinque B.C.S.), y abre una fuente de estudio con respecto
al papel de las levaduras en la dinamca de |os anbientes

hi persalinos. Desafortunadanente, antes de este trabajo no se
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habian tenido noticias de aislamentos de levaduras a partir de
nmuestras de agua tonmadas de ninguna salina del pais, por |lo que

este trabajo es pionero en ese canpo y pretende ser una nueva |inea

de estudi o.
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4. OBJETI VO GENERAL

Realizar un estudio en |evaduras hal otol erantes aisladas de
medi os anbi entes extrenos para conocer |la naturaleza y cantidad de

sus productos osnoregul adores, asi conp su producci 6n en relacio6n

a la concentraci 6n de cloruro de sodio en el nedio.

4.1 Obj eti vos especificos.

1. Det erminaci 6n del crecimento y de |a conposicioén celular

de cada una de | as cepas:

Vel oci dad especifica de crecimento
Constituyentes celul ares

Gsnor egul ador es

2. Determ nar el efecto de la salinidad y |la tenperatura en

el crecimento de cada una de | as cepas.

3. Determinar el efecto de la salinidad en la conposicion y

producci 6n de osnoregul adores.



28
5. MATERI ALES Y METODOS

5.1 Area de nuestreo.

Las nuestras de agua fueron tomadas durante |os neses de Enero
y Febrero de 1990 de | os vasos de cristalizacion y en |la | aguna de
condensaci 6n de la salina que se encuentra en la Isla Sn. Juan
Nepormusceno | ocal i zada entre | os 24' 16" 5" L. N y | os
110°20’10’‘L.W. Esta salina que se conoce bajo el nonbre de "La
Sal ina de Pichilingue" se encuentra a 23 Kmal norte de |la Ciudad

de la Paz, B.C.S. siguiendo la carretera a Pichilingue (Figura 2).
5.2 Organi snos de estudio.

5.2.1 Organi snos de col ecci 6n.
Para este estudio se trabaj 6-con dos cepas de |levaduras de |la
Col ecci 6n de Levaduras Marinas, del Centro de |Investigaciones
Bi ol 6gicas de Baja California Sur, A C., que corresponden a |as

especi es: Rhodotorula rubra (cepa A18) y Deb. hansenii (cepa C11)

(apéndice 1V). Se decidié trabajar con la cepa de Rh. rubra por
tratarse de wuna cepa pignentada (grupo en el que no se han
realizado estudios de este tipo) que ha sido incorporada
experinentalmente en alinmento para camarén. La cepa de Deb.

hansenii se tonmo cono control por ser |a especie nas estudi ada en

aspect os de hal ot ol eranci a.
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\ O ?V

Figura 2. Localizacion del sitio de muestreo. 1) Transbordadores,
2) PROPEPAZ, 3) Planta desal adora, 4) Puerto de altura, 5) Canpo

pesquero, 6) Salina de Pichilingue, 7) vasos de condensaci 6n, 8)
Laguna de condensaci 6n.
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5.2.2 Ai sl am entos del medi o natural

Se realizaron dos nuestreos en el area de estudio. El nuestreo

1 se Ilevo a cabo en el nmes de enero de 1990, en cuatro
cristalizadores de la salina. El nuestreo Il se realizé en el nes
de febrero de 1990, en tres sitios diferentes de la |aguna de
condensaci 6n de |la salina. En cada sitio se col ectaron nuestras de
200 M (Figura 2), haciendo un total de siete. Estas, se tonmaron en
botellas de vidrio transparente con tapon esnerilado de 300 m de
capaci dad previanente esterilizadas en autoclave durante 15 m nutos
a 15 1b/pulg® de presion. Se deternmind |a densidad del agua de cada

estaci 6n con un gravimetro en una probeta de 500 m.

5.2.3. Técni ca de ai sl am ento.

Para el aislamento de |levaduras se tomaron 10 nm de cada
nuestra de agua y se inocularon por duplicado (bajo condiciones
estériles) en nmatraces Erlenneyer de 250 ml de capacidad
conteniendo 50 mM de nedio LH (Apéndice 1) previanente esterilizado
a 15 1b/pulg® de presion durante 15 mnutos, conteniendo 0, 5, 10,
15y 20 % de NaCl. Una vez inocul ados, |os matraces se incubaron a

25°C (+ 2°C) en agitacién orbital constante a 100 rpm durante 15

di as.

5.3 Purifi caci 6n.

Una vez que se obtuvo crecimento en |los matraces de

aislamento, se tomd una asada de cada uno y se senbré por estria
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cruzada en placas de nedio M1l (Apendice 1). Las placas se incubaron
a 25°C (+ 2°Cc) de 72 a 96 horas.

A partir del crecimento obtenido en estas placas, se
| ocalizaron las diferentes cepas presentes, en base a su norfol ogia
colonial, y se resenbraron (cada una por separado) en placas de

medi o M1 hasta obtener cultivos puros.

5.3.1 Mant eni m ent o.

Las cepas se mantuvieron por duplicado en tubos con agar
inclinado (nedio M1l) a s5°c. Las cepas se subcultivaron haciendo

resienbras en forma trinestral.

5.4 Car acteri zaci 6n.

Las cepas obtenidas se caracterizaron siguiendo los criterios
est abl eci dos por Van der Walt y Yarrow (1983), | os cual es se basan
en caracteristicas norfol 6gicas, en la asimlacion de 26 fuentes de
carbono, tres fuentes de nitrégeno y en la fernentacion de seis
carbohidratos. El nmétodo utilizado para |as pruebas de asinilacidn
de fuentes de carbono y nitrogeno, fué el auxonografico (Lodder y

Kreger van Rij, 1983) nodificado por Hernandez (1990).

5.5 Det er m naci 6n del crecim ento.

5.5.1 Preparaci 6n del inocul o.

Para 1los estudios de crecinmiento se inocularon matraces
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Erl enneyer de 250 ml que contenian 50 ml de nedio MB (Apéndice 1)
sin Nacl con una asada de un cultivo de 24 horas en placa de nedio
YPG (Apéndice 1). Los nmatraces se incubaron a 25°C y en agitacion
orbital constante a 100 rpm durante 36 horas. Posteriornente, |as
célul as se cosecharon (manteniendo |as condiciones de esterilidad)
por centrifugaci6n a 4 000 rpmdurante 10 m nutos a 5°C. El paquete
celular se resuspendi 6 por nedio de un vortex en 5 m de sol ucién
isoténica de glucosa estéril y se determind el nunero de célul as
con un henocitéonetro o camara de Neubauer. Se ajustd |a densidad
celular a 1 X 10® cel/ml con solucion isotdnica de glucosa. Esta
suspensi 6n celular se utilizd conmo indéculo en |os experinentos de

creci m ento.

5.5.2 Estudi os de crecim ento.

En las cinéticas de crecimento, se utilizé el nmedio MB con
| as concentraciones de NaCl correspondientes a cada cepa. Se
adi ci onaron, baj o condiciones de esterilidad, 250 pl del ino6culo (1
X 10 cel/ml) para obtener una concentraci6n celular final de 1 X
10° cel/ml. Los experimentos se realizaron por triplicado y se
i ncubaron a 20, 25 y 30°C en agitacion constante a 100 rpm El
crecimento se determndé porturbidinetria con un espectrofotoénetro
Spectronic 2000 (Bauch-Lonb) a una absorbancia de 580 nm a
tenperatura anbiente y en cubetas de plastico de 1 cm HE
crecimento se nonitored cada dos horas, hasta alcanzar la fase

est aci onari a.

Se determind |la velocidad especifica de crecimento (u) de
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cada cepa bajo las diferentes condiciones de tenperatura vy

salinidad, nediante la foérnula: In _N,_

po= t—
donde: 1n = logaritno natural: N, = namero de organisnops al
tiempo t,; N, = namero inicial de organisnobs; t = tienpo.

5.6 Det er mi naci 6n del peso y del volunmen celul ar.

5.6.1 Peso cel ul ar.

El peso seco de las células se determnd por triplicado
siguiendo el nétodo propuesto por Bauer y Shiloach (1974) usando
500 p1 de la suspensién celular utilizada conmp indculo en |os
estudios de crecimento; de esta fornma fué posible calcular el peso
en mligramps por célula al conocer el peso de un numero conocido

de ell as.

5.6.2 Vol unen.

El volumen celular se determindé al nmedir el tamario de |as
células nediante un micrémetro en un mcroscopio Optico a un
aunento de 100 X. El volunen celular se calcul6 a partir de |os
dat os obtenidos, nediante la foérnula:

V= 4/3 @7 hbc
donde V = vol Unen, r = 3.1416, h = alto, b = ancho y ¢ = largo.

Es inportante nencionar que el volumen celular se determ no,
en todos |os casos, bajo las diferentes condiciones de salinidad y
t emper at ur a.

CBNTRO INTERDISCIPT INSRID T#
CIENCIAS MART 7

BIBLIOTEC "

|o Po NO
DONATIVO
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5.7 Determ naci 6n de proteinas, carbohidratos y |ipidos

t ot al es.

5.7.1 Det erm naci 6n de proteinas totales.

El paquete celular utilizado para determ nar el peso seco (la
serie de 5 m) se rehidrato con 3 m de agua destilada. De esta
suspensi on celular se tond 1 mM y se le adicion6 1 nml de hidréxido
de sodio 2 Ny se puso a reflujo durante una hora. Posteriornente
se centrifugaron |los tubos a 3 500 rpm durante 10 m nutos. E
sobrenadante se recuper6 y se neutralizo con acido clorhidrico 2 N
A esta fraccidn se le determind la concentraci 6n de proteinas
totales por el netodo tradicional de Lowmwy (Lowy et al, 1951)
(Apéndice I1).

5.7.2 Det erm naci 6n de carbohidratos totales.

A una alicuota de 1 ml del paquete celular rehidratado, se le
adiciond 1 m de &cido clorhihdrico 2 N. La nezcla se agito
suavenente y se puso a reflujo durante una hora. Posteriornente se
determind |la concentraci én de azlUcares totales por el método de la

antrona (Yemm Yy WIlis, 1954).

5.7.3 Det erm naci 6n de |ipidos totales.
La fase clorof 6orm ca obtenida de la extracci 6n se coloco en
vi al es puestos previamente a peso constante. El cloroforno se
evapor6 bajo flujo de nitrdgeno hasta su conpleta elimnacion. E

contenido de |ipidos totales se determné por gravimetria (vazquez-
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Duhalt y Greppin, 1981).

5.8 Extracci 6n de Metabolitos de Bajo Peso Ml ecular (MBPM.

5.8.1 Obt enci 6n de bi onasa.

Se realizaron cultivos, por triplicado, en matraces Erl enneyer
de 250 m conteniendo 50 m de nedio MB. La obtenci 6n del inéculo,
la inoculacion y la incubacion de los cultivos se realizaron de
igual forma y bajo las m smas condici ones experinmentales que |os
estudi os de creci m ento, guardando |as m snmas proporciones. En este

caso la cosecha celular se realiz6 en |la fase exponencial de

creci mento.

Se tomaron (por triplicado) 5y 10 mM de cada cultivo, y se
centrifugaron a 4 000 rpm durante 10 mnutos a 5°C. El paquete
celular obtenido se resuspendié con un vortex en un regul ador de
fosfatos (KHPO,. 3H,0, 6.8 g/1, pH 7.8) isotdnico (con NaCl) a
medio de cultivo inicial. El paquete <celular se lavd, por
centrifugaci 6n, en dos ocasiones mas utilizando el misno regul ador

La serie de 5 m se usO para determinar el peso seco segun el

mét odo de Bauer y Shiloach (1974).

5.8.2 Extracci on.
La extraccion de los diferentes netabolitos fué realizada de
acuerdo con Band et al (1992). Los paquetes celulares de la serie
de 10 nm obtenidos del wultino |lavado se transfirieron a tubos

Eppendorf de 1.5 m . ElI paquete celular se centrifugé a 15 000 rpm
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durante 10 m nutos en una ultracentrifuga Eppendorf, para elim nar
el exceso de Iliquido. A paquete celular resultante se le
adi cionaron 500 w1 de wuna nmezcla cloroforno-nmetanol (1:2)
resuspendi endose con un vortex. Los tubos se al nacenaron en reposo
a 5°C durante 24 horas (Nurmien y Suonmanai nen, 1971). Transcurrido
el tienmpo de reposo, los tubos se centrifugaron a 15 000 rpm
durante 10 m nutos; el sobrenadante fué col ectado. Se realizaron
dos | avados nmas (por centrifugaci 6n) con 300 y 200 pl de la nezcla
cl orof orno-netanol, respectivanente; el sobrenadante obtenido de
estos | avados se reuni 6 con el prinero.

A partir de este paso, el paquete celular fué desechado y soélo se
trabaj 6 con el sobrenadante col ectado (fase cl orof orno-netanol)

A | a fase cl orof ornp-net anol obtenida se | e adicionaron 500 ul
de agua destilada; esta solucion se agitd vigorosamente con un
vortex y posteriornente se centrifugdéd a 15 000 rpm durante cinco
mnutos. Se separ6 la fase cloroformca resultante, de la fase
net anol -agua que fué nmantenida durante 5 mnutos a 100°C vy
utilizada posteriormente en la determnacién de am noaci dos,

proteinas, carbohidratos y glicerol.

5.9 Det er m naci 6n de NMBPM

5.9.1 Det er mi naci 6n de proteinas.
Se determind el contenido de proteinas en |la fase netanol -agua
obtenida de la extraccion, por la técnica espectrofotongétrica

denonmi nada M cro-Lowy (Apéndice I1), que es una nodificacién de |a
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técnica original descrita por Lowy (Lowy et al, 1951) usando

Al bum na Sérica Bovina (BSA) cono estandar

5.9.2 Det er m naci 6n de car bohi dr at os.
El contenido de carbohidratos se determind en la fase

nmet anol -agua por el método espectofotometrico de la antrona (Yemm

y WIlis, 1954), usando D-glucosa conb estandar (Apéndice I1).

5.9.3 Det er mi naci 6n de ami no&ci dos i bres.
La cantidad de am noacidos libres contenida en la fase
nmet anol -agua se realizé por el método espectrofotométrico de I|a
ni nhidrina (Rosen, 1957), utilizando DL-netionina conp estandar,

con un vol unen de ensayo final de 1 ml (Apéndice I1I).

5.9.4 Det er mi naci 6n de glicerol
El contenido de glicerol presente en |las nuestras de |la fase
met anol - agua se determ né por el nmétodo espectrofotonérico descrito

por Sastry (Sastry y Kates, 1964), usando glicerol conp estandar

(Apendice 2).

5.10 Calculo de la pres6n osnbtica.

La presion osnbtica ejercida por cada netabolito se calcul 6 de

|l a siguiente nmanera:
1. Los datos de concentraci 6n de ami noacidos y glicerol, en

uM/mg de peso seco (p.s.) Se convirtieron a ug/mg p.s. a
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multiplicar los valores obtenidos en cada caso por 147.1 (peso

nol ecul ar del acido glutéam co, am noaci do mas abundante en

| evaduras) y 92.1 (peso nolecular del glicerol), que corresponden

a los pg/uM de cada conpuesto (Jinmenez-Vargas y Macarulla, 1979).
(bM/mg p.s.) (pg/uM) = pg/mg p.s.

En el caso de los carbohidratos, |os valores se dejaron igual ya

gue la técnica de cuantificacion nos da directanmente nug.

2. El contenido de cada conpuesto, ahora en pg.mg p.s., se
multiplica por el peso en ng p.s. de una célula, para obtener I|a
concentraci 6n en pg de cada conpuesto en una cél ul a.

(ng/mg p.s.) (ng p.s./cel.) = pg/cel.

3. El valor obtenido, en upg/cel, se nultiplica por el vol unen
en u® de una celula, para obtener |la cantidad en pgg del compuesto
por unidad de vol uanmen cel ul ar.

(bg/cel) (cel/u’) = upg/uw’

4. Finalmente, este valor se divide entre 10° (que son |os ug
que hay en un gramp) y se nultiplica por 10" (que son las u’
contenidas en un litro) para obtener |a concentraci on del conpuesto

en gr/it.

(kg/p®) (gr/10%ug) (10" u3/1t) = gr/lt.

Para calcular la presidn osmdtica ejercida por cada netabolito
(glicerol y carbohidratos) y por el NacCl se consultaron |as tablas
de | as propi edades conservativas de |as sol uci ones acuosas (\Wast,
1986), a partir de las cuales se calculo la formula que describe |a

relacion entre la concentracion anhidra de cada conpuesto (en
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gr/1lt) y la osnolaridad (en osm os/kg de agua) que ejerce cada uno
(Apéndice 111).

Para | a determ naci 6n de | a osnol aridad de | os carbohidratos,
la tabla wutilizada fué la de la glucosa, por ser el azlcar
universal: y en el caso del Nacl y el glicerol se utilizaron |as
tabl as correspondientes. Para calcular la presién osnbtiac que
ejerce la concentraci 6n de am noacidos intracelulares se uso |la
tabla con |las concentraciones isosndticas de la lisina y el Nacl

dadas por Bonner (1982) (Apéndice I11).
4. 11 Andl i sis estadistico
Todos | os resultados se sonetieron a analisis de varianza de

dos vias utilizando el paquete estadistico STATGPAPHI CS versi on

5.0 con un intervalo de confianza de p = 0.05.
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6. RESULTADCS Y DI SCUSI ON

6.1 Al sl ani ento

Los resultados obtenidos en |los nuestreos realizados en la
salina se observan en las tablas 5y 6. En el nuestreo 1 (Tabla 5),
no se obtuvo ningun aislamento positivo para | evaduras, a pesar de
gue en la nmuestra de la estacion nunero 3 hubo crecimento en el
medi o de aislamento con 5% de Nacl. En este caso se tratd de una
bacteria cocoide gram (+). En la nuestra 1, en el nedio con 5% de
NaCl tanbi én se obtuvo crecimento, pero aqui el aislamento fué un
hongo filanmentoso. El hecho de que no se obtuvieran aislam entos
positivos de levaduras a partir de las muestras tomadas de |os
cristalizadores, indica que en estos nedios con densidades entre
1.25 - 1.29 (Tabla 5) no pueden subsistir células |evaduriformes.
La densidad del agua en los cristalizadores no s6lo esta dada por
| a concentraci 6n de NaCl, sino por otras sales minerales como |a
calcita, el yeso y las potasas (Javor, 1989 b); westas dudltinas
principalnente las sales de My y K, tienen un efecto negativo en el
desarrollo de los mcroorgani snos. Ora observacion que es
inmportante recalcar, es la coloracién de los cristalizadores
nmuestreados. Los cristalizadores 1 y 2 (nuestras 1 y 2) presentaron
una col oraci 6n verde-agua, mentras que los cristalizadores 3 y 4
(rmuestras 3 y 4) nostraron una col oraci 6n rosada. La col oraci 6n de
| os cristalizadores esta dada por |os mcroorgani snos que |os

coloni zan (en sucesiones), |o que es un indicador de su estado
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Tabl a 5.

Muestreo 1 realizado en los cristalizadores de la Salina de
Pi chilingue en enero de 1990.

Nacl %
Muestra Densi dad {(g/ml) 5 10 15
1 1.25 H
2 1.29
3 1.27 B
4 1.28

(=): sin crecimento; (H): hongo filanmentoso: (B): bacteria.

Tabl a 6.
Miestreo |1, realizado en |la |aguna de condensaci 6n de la Salina
de Pichilingue en febrero de 1990.
NaCl %
Miestra Densidad (ag/ml) 0 5 10 15 20

1 1.06 + H +

2 1.21

3 1.09 + + B B

(+): crecimento positivo;, (-): sin crecimento;
(H) : hongo filanentoso; (B): bacteria.
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dentro del proceso de precipitacion. Para el caso de los
cristalizadores nuestreados, su coloracion indica que su proceso de
precipitaci 6n de sales era muy avanzado.

En los cristalizadores rosados, se presunme que estaba ocurriendo |a
preci pitaci on del Nacl, lo que inplica que los iones Na' y cl° no
eran |os mas abundantes; |la halita (Nacl) es el tercer minera

evaporitico que se precipita en |la secuencia de precipitacion, le
preceden el caco; y el caso,. 2 H,0 (Javor, 1989 b). En los
cristalizadores verdes, estaba ocurriendo la precipitacion de |os
mnerales de K-My (KCL y KCl.MgCl,. 6 H,0), que son |os Gltinmos en
precipitar dentro de la secuencia de precipitacion de minerales
evaporiticos (Javor, 1989 b). Por lo tanto, no es extrafio no haber
obtenido el material biold6gico de nuestro interés a partir de |las
nmuestra tonmadas en ellos, pues |os conpuestos presentes en |as
muestras se presune (por referencias bibliograficas) eran |os nas
t 6xi cos para | os organi snos en sol uci ones concentradas (Javor, 1989
b)

Por otra parte, la mcroflora de 1los cristalizadores esta
caracterizada por la presencia de cianobacterias, algas verdes
uni cel ul ares, dinofl agel ados, diatoneas, protozoarios, bacterias
fototroficas y haléfilas, y en raras ocasi ones hongos (Javor, 1989
c) » por lo que es raro encontrar |evaduras con una alta frecuencia.

Sin enbargo, se escogié este sitio de nuestreo para tratar de
encontrar organi snos altanente adaptados a este tipo de anbientes,

desaf ort unadanente no se encontraron

En el nuestreo Il (Tabla 6) se obtuvieron aislamentos para
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| evadur as. Aqui  fueron seis las nuestras que presentaron
crecimento, sin enbargo, sOlo en cuatro estuvieron presentes |as
| evaduras. En las otras dos nuestras volvieron a presentarse
bacterias cocoides gram (+). De la nuestra 1 (denotada por la letra
P en el codigo de cada cepa) en el nedio de aislamento sin NacCl
(primer digito del coédigo de cada cepa que denota |a salinidad del
nmedi o de ai sl am ento) se obtuvieron dos cepas (POL y p02), y con el
20% de NacCl se obtuvo so6lo una (pP20). De la nmuestra 2 no se obtuvo
ni ngin asilamento, esto debido probablenente a |a densidad del
agua (1.21), que para |las |levaduras parece ser nuy alta, ya que no
permte su desarrollo bajo estas condiciones. De la nuestra 3
(denotada en el codigo de cada cepa por la letra E) se obtuvo una
cepa en el medio de aislamento sin NaCl (E0) y dos en el que
contenia 5% (E51 y E52), de esta forma el namero total de cepas de
| evaduras ai sladas fué seis. En el caso de las nuestras de |las que
se obtuvieron aislamentos de |evaduras, conmb se nuestra en la
tabla 6, |a densidad registrada no es nayor de 1.10.

Al comparar estos valores con |los registrados en |las nuestras de
| as que no se obtuvieron |evaduras, es facil observar que en ellas
| as densidades son sienpre nmayores a 1.20; lo cual nos pernite
concluir que en densidades mayores de 1.20 es nuy poco probable
encontrar |evaduras, mentras que en aguas con densi dades nenores

a 1.10, la probabilidad de obtener aislanientos de esta natural eza

es alta.
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6.2 Caracterizacion y determ naci 6n taxondm ca.

Se caracterizaron las seis cepas de |evaduras obtenidas en |os
muestreos, segun los criterios de Van der Walt y Yarrow (1983)
agrupandose en | os 6rdenes Bl astonycetal es (4 cepas), Endonycetal es
(1 cepa) e Hyponycetales (1 cepa), que al ser identificadas, usando
| as claves para géneros y especies que no requieren caracteristicas

de reproducci 6n sexual (Kreger van Rij, 1983) corresponden a cuatro

géneros (Crvptococcus. cCandida, Hansenula y Aureobasidium, cinco

especies y dos variedades (Tabla 7). Las particul ari dades
fisiol 6gicas, norfol 6gicas y bigquimicas de cada cepa se presentan
en el apéndice |V De |os géneros obtenidos en el aislamento,

s6l o candida y _Hansenula aparte de ser frecuentes en medi os marinos

(Norkrans,1966; Van Uden y Fell, 1968) son tanbi én encontrados en
medi os con altas concentraciones de sales (Tilbury, 1980; Lindnman

1981 a; Javor, 1989 a); |os géneros cCryptococcus Yy Aureobasidium

s6lo han sido reportados en anbientes nmarinos y estuarinos
(Norkrans, 1966; Van Uden y Fell, 1968; Meyers et al, 1968). Segln
la clasificacion de |os mcroorgani snos hal otol erantes dada por

Larsen (1986), las dos variedades de Cr. albidus, cCandidaspy Rh.

rubra (cepa A 18) corresponden a mcroorganisnos |igeranmente

hal otol erantes; Hansenula sp. y Deb. hansenii (cepa C I1) a

or gani snos noder adanente hal otol erantes y finalnmente, A pullulans

pertenece al grupo de |os mcroorgani snos extrenmadanmente
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Tabla 7.
Ubi caci 6n taxonénica de | as cepas de | evaduras ai sl adas de nuestras

de agua tomadas de |a l|aguna de condensacidon de |la Salina de
Pichilingue, B.C S.

Cepa Or den Especi e
POL Bl ast onnycet al es CG. albidus var. aerius
PO2 1 C. macerans
EOl n Cr. albidus var. albidus
ES1 I Candida sp.
E52 Endonycet al es Hansenula sp.
P20 Hyponycet es A. Pul lul ans
Tabl a 8.
Salinidades de aislamento, intervalos de tolerancia maxim al

cloruro de sodio y salinidades experinentales de |as especies de
| evaduras trabaj adas.

Especi e Cl ave S A (%N I.7.8.(%) S.P. (%)
Cr. albidus a. EO01 cero 0.0 - 10 0-4-8-10

Cr. macerans POL cero 0.0 - 12 N. D.
Candida_sp. E51 5 0.0 - 12 0-3-9
Hansenula sp.. E52 5 0.0 - 17 O 5-10-14

A. pullulans P15 20 0.0 - 25 O 3-6-12-24
Deb., hansenii_ c1 3 0.0 - 18 O 5-10-14
Rh. rubra Al 8 3 0.0 - 12 O 4-8-12
S.A. = salinidad de aislamento, |. T.S. = intervalo de maxim

tolerancia al Nacl, S.P. = salinidades de ensayo.
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hal otol erantes. La tolerancia a la salinidad observada no es nuy
diferente entre |as especies, encontrandose entre cero y 18% (Tabla

8) . La excepcidén ocurre con la cepa de A pullulans, que tiene un

intervalo méaxino de tolerancia a |la salinidad aun mayor; va de cero
hasta 25% de cloruro de sodio (Tabla 8). La simlaridad entre |os
intervalos de tolerancia al cloruro de sodio observados se debe
probabl emente a que el nedio del que fueron aisladas |as cepas era

mas o nenos honbgéneo en | o que se refiere a densidad, variando de

1.06 a 1.09 (Tabla 6).

6.3 Creci m ent o.

Para determ nar experinmental mente el grado de osnotol erancia
de una célula se utilizan criterios de sobrevivencia y produccion
de gas: mentras los criterios de sobrevivencia dan actividaes de
agua mas bajas, el crecimento se ha reportado conmb |a
caracteristica mas osnosensitiva.

La tasa de increnento en biomasa parece ser un parametro
reel evante para estudiar |a nedida en que son afectadas |as célul as
por los cambios en la actividad de agua (a,). En estudios
real i zados por diferentes autores (Anand y Brown, 1968; Scott,
1957) se encontrd que una respuesta generalizada de |las células
expuestas a nedios con diferentes valores para el potencial hidrico
es la presencia de tres val ores denom nados cardi nales, en |os que
el crecimento observado es nmaxino a un potencial hidrico dado (Y

ooty Y MEnor a un potencial hidrico maxino (Y max) tolerado por |a
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célula, y a uno mnino (Y _.). Estos resultados nos perniten
diferenciar facilnente entre cepas halotolerantes y halofilicas.
Por ejenplo, algunas cepas de |evaduras crecen mas rapido en altos

pot enci al es de agua con valores de Y op mas cercanos al Y que al

t max

Y ... es decir, so6lo toleran bajos potenciales de agua por |o que
se |l es considera conb cepas osnotol erantes.

El crecimento de las levaduras bajo un increnmento en |as
tenperatura es posible por el aunento en |a acunul aci 6n de sol utos
conpati bles durante el crecimento a bajas actividades de agua.
Estos solutos intracelulares estabilizan las proteinas contra |a
desnaturalizacion térmca _in vitro, por lo que se evitan |os
efectos nocivos en las células originados por |la tenperatura. Las
especi es incapaces de crecer a altos potenciales hidricos podrian
sufrir la desnaturalizacion de sus proteinas a l|a tenperatura
estresantes, y el crecimento s6lo podria darse por una dism nucio6n

en el potencial hidrico o por una baja en |a tenperatura.

. sol uto dependiente, ya

Scott (1957) propuso la idea de un Y op
que encontré6 que la velocidad especifica de crecimento estéa
rel acionada con |la naturaleza del soluto. Oro descubrimento
aparentenente general de Anand y Brown (1968) es que |la mayoria de
| as |evaduras osnotolerantes tienen una velocidad especifica de
crecimento mucho nmenor que aquella de |as cepas no osnotol erantes.
La nedia de los tienpos de generacién para las especies
osnotolerantes fué de 4 - 8 hr mentras que aquellas de |as
especi es no osnotol erantes fluctua entre 1.5y 2 hr; este tipo de

conportam ento fué observado en este estudio en donde |a cepa nés
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halotolerante (A. pullulans) tiene tiempos de duplicacién

significativamente mayores (32.85 horas en las condiciones de
Crecimiento mas extremas, 20°C y 24 % de NaCl en el medio de
cultivo) que las de especies menos halotolerantes (datos no
mostrados). No obstante, no se ha dado ninguna explicacidn
reelevante a esta observacion.

Onishi (1957) encontré que el valor del pH también influencia

fuertemente la habilidad de las células para crecer en medios con

baja a,. Mientras Zigosacch. rouxii se desarrolla adecuadamente en
un amplio intervalo de pH en altas actividades de agua (pH 3 - 7),
en un medio con baja a, ajustado con NaCl el intervalo se reduce a
4 - 5.

El crecimiento de las diferentes especies estudiadas,
expresado en velocidad especifica de crecimiento (k) , bajo
diferentes condiciones de temperatura y salinidad, se muestra en la

figura 3. Para todas las especies, excepto A. pullulans, la

salinidad tiene un claro efecto negativo en el crecimiento a una
temperatura de 20°C, mientras que a las otras dos temperaturas

ensayadas el comportamiento de cada especie es mas O menos

particular.

Para el caso de Rh. rubra y Cr. albidus var. albidus (figura
3), al aplicar un analisis de varianza de 2 vias (p < 0.05) se
encontro que no existen diferencias significativas entre los datos
obtenidos a 25 y 30°C, pero si hay diferencias entre estos y los
observados a 20°C. A 20°C existen diferencias significativas entre

todas las condiciones de salinidad probadas, observandose un efecto
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Figura 3. Efecto de la concentracion de NaCl en la velocidad

especifica de crecimiento (u) de las cinco especies estudiadas.
20°C, 25°C y 30°C.
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inversamente proporcional, del incremento en la salinidad, en la
velocidad especifica de crecimiento. Sin embargo en Rh. rubra, a
temperaturas calidas (25 y 30°C) no existen diferencias entre las
observaciones con cero y 4% de cloruro de sodio; el efecto de la
salinidad sélo es evidente (en el crecimiento) a partir de una
concentracidén del 8%. Para esta especie, un incremento de 5°C (a
partir de los 20°C) se traduce en un mejor crecimiento, aumentando
la u, lo que implica que su crecimiento se ve significativamente
favorecido a temperaturas calidas. E1l organismo se encuentra en un
ambiente mas adecuado para su desarrollo bajo estas condiciones de
temperatura, de esta forma su metabolismo puede contrarrestar los
efectos de una concentracién de NaCl del 4 % para Rh. rubra y 9 $%

para Cr. albidus var. albidus, sin un gasto energetico excesivo que

se vea reflejado en su crecimiento, ya que al igual gque en este

estudio Norkrans (1966) observd que el crecimiento de algunas

especies de los géneros Rhodotorula Yy Cryptococcus no se favorece
a bajas temperaturas. Una concentracion del 8 3% de NaCl a
temperaturas mayores de 25°C afecta significativamente el
crecimiento de Rh. rubra, y una concentracioén de 12 % de NaCl merma

de forma significativa el crecimiento de Cryptococcus. Bajo estas

condiciones de salinidad y temperatura, las proteinas celulares
pueden ya no ser funcionales y/o los requerimientos energéticos de
la célula son lo suficientemente grandes que afectan
significativamente su crecimiento.

El caso de A. pullulans (figura 3) es especial, de todas las

especies estudiadas fué la que presento las u mas bajas, sin
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embargo, también fué la que crecid a una mayor concentracion de
NaCl (Tabla 6). Para esta especie, el incremento de las salinidad
se traduce en una mejora en el crecimiento (en las dos temperaturas
probadas), hasta una concentracidén del 12 % de NaCl; a una
salinidad mayor (24 % de NaCl) la p disminuye significativamente (p
< 0.05) aun respecto al control sin NaCl. Para esta especie, 1la
temperatura de crecimiento observada como 6ptima fue a 25°C, ya que
al realizar los cultivos a 30°C no se observé crecimiento bajo
ninguna condicidén de salinidad. Al observar estos resultados es
evidente que esta especie necesita una concentracion de
aproximadamente 12 % de NaCl para desarrollarse en condiciones
optimas, sin embargo, esta observacién no es definitiva puesto que
se desconoce su comportamiento a salinidades intermedias entre 12
Yy 24 % de NacCl.

Por otra parte, siguiendo el modelo de Anand y Brown (1968) y Scott
(1957) en esta especie se observa la diferenciacidn entre los tres
valores cardinales del potencial hidrico, tratandose de una especie

ligeramente halofilica puesto que el Y opt (12 % NaCl) se encuentra

muy proximo al Y . (24 % NaCl).
Para Candida_sp. (figura 3) a temperaturas mayores de 25°C,

en todos los casos de salinidad el crecimiento observado fué mejor
que a 20°C. Sin embargo, el efecto de 1la salinidad no se
correlaciona con el crecimiento, observandose una mejora a una
concentracion de NaCl del 3 % a 25 y 30°C. Para esta especie la
temperatura optima de crecimiento dentro de las tres probadas fué

30°C. Evidentemente, el crecimiento de esta especie es mejor a una
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salinidad que se encuentra comunmente en el medio marino, por 1lo
cual también seria interesante conocer su comportamiento a una

concentracion de NaCl del 4 %, pues es el intervalo de salinidad

mas frecuente en ese tipo de ambientes. Esta observacidén nos
indicaria su origen marino, si recordamos la definicioén de
levaduras marinas dada por Kreger van Rij (1979). En esta especie
también se observan bien definidos los tres puntos cardinales de

potencial hidrico, tratandose en este caso de una levadura

halotolerante puesto que el Y opt (5 % NaCl) esta muy cercano al Y

(0.0 % NacCl).

max

En Deb. hansenii (figura 3) a 30°C no se observa un efecto

significativo (p < 0.05) del incremento de la salinidad en el

crecimiento; a 25°C se presenta un comportamiento semejante al de

Candida sp. a 25°C, en donde el crecimiento OoJptimo a esta
temperatura se observa a una concentracion de NaCl del 5 %, en
donde este es el Y optt Y el Y

de NaCl del 0.0 %

se encuentra a una concentraciodn
;, por lo que también esta especie puede
considerarse como una levadura halotolerante.

Todas las consideraciones anteriores nos hablan de gque 1la
temperatura es un factor vital, estrechamente relacionado con la
halotolerancia de cada especie. Aunque esta aseveracion parece
simple, el hecho es gque estamos ante un fendmeno muy complejo que
involucra ademdas del efecto de la salinidad y la temperatura, las
particularidades fisioldgicas de cada especie, pues no todas
responden de la misma forma a los mismos estimulos. En general, las

variaciones de temperatura (en este caso el incremento) provocan
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dos efectos en levaduras: a) que el crecimiento se mejore a pesar
de una "x" concentracidén de NacCl 0, b) que la concentracioén de Nacl
no tenga efecto alguno en el crecimiento de cada especie. No
obstante lo anterior, si se puede generalizar en el sentido de
considerar a 1la halotolerancia como un fendmeno fuertemente
termodependiente.

En general, se observan tres grupos de comportamiento en las
especies estudiadas en relacion a su crecimiento bajo diferentes
condiciones de salinidad y temperatura, dados probablemente por sus
relaciones taxondmicas (que involucra sus propiedades bioquimicas
y fisioldgicas) y por lo tanto filogenéticas. Dentro del primer
grupo natural se encuentran las dos especies pigmentadas, Rh. rubra

Y Cr. albidus var. _albidus, que pertenecen a la familia

Cryptococcaceae. En el segundo grupo, estan consideradas las cepas

de Deb. hansenii y Candida sp. Aunque Candida sp. taxondémicamente

corresponde al grupo anterior, puede ser el estadio imperfecto de
alguna especie de la clase Ascomycetes, orden Endomycetales,

familia Saccharomycetaceae a la que pertenece Deb. hansenii, 1lo

cual no es raro. El tercer grupo de comportamiento lo representa A.
pullulans que no es considerada como una levadura tipica. Esta
especie esta considerada dentro del grupo taxonomico Hypomycetes,
Ya que es un organismo levaduriforme. De las especies estudiadas,
es la que taxondmicamente se encuentra mas aislada, razdén por la

que no se ajusta a ninguno de los grupos anteriores.
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6.4 Volumen celular.

La respuesta inicial de las células de levaduras sujetas a
medios con baja a, es la pérdida de agua, ademas, se ha observado
que la respuesta del tamano celular a los cambios en la a, del
medio es reversible.

El efecto de la concentracién de cloruro de sodio en el
volumen celular de las especies estudiadas se muestra en las tabla
9. Como se ha reportado con anterioridad, un incremento en la
salinidad se traduce en un pronunciado y continuo decremento en el
volumen celular (Lidman, 1981 a y b), lo cual fué observado en
todas las especies consideradas en este estudio. La mayor tasa de
pérdida de volumen (m) con respecto al incremento de la salinidad,

fue observada en Cr. albidus var. albidus y la segunda en

importancia se presenté en Rh. rubra. Coincidentemente, estas dos
especies son las que mostraron tamanos celulares mayores (tabla 9),
lo que indica que ambas tienen una pérdida de liquido intracelular

considerable. No obstante, en Cr. albidus var. albidus la pérdida

de volumen es proporcional al incremento de la salinidad. Para Rh.
rubra no es asi, pués bajo una concentracién de NacCl del 4 % la
pérdida de volumen es del orden del 60 %, como se ha reportado con

anterioridad para Sacch. cerevisiae (Niedermayer et al., 1977). Al

incrementarse la salinidad a 8 y 12 % de NaCl la pérdida de volumen
no es mayor al 4 % con respecto a la observada a 4 % de salinidad.
El hecho de que la pérdida de volumen no sea gradual, se refleja en

el 1indice  de correlacidon (r) encontrado en cada caso. El
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conportam ento antes nmencionado inplica que la respuesta de Ila
célula a una concentracion de 4 % es principal mente por pérdida de
liquido intracelular, y a salinidades nmayores se activan otros
nmecani snos que ayudan a bal ancear la presiédn osndtica intracelul ar
con respecto a la del nedio extracelular, conb se vera mas
adel ant e.

En | as especies restantes, |a perdida de vol uncn es gradual,
lo que se confirma al observar |os indices de correlaciodn
cal cul ados que son, en todos |os casos, superiores a 0.9.

Al observar estos resultados y por referencias bibliograficas
(G nzburg, 1987, Lindman, 1981 a y b) puede deducirse que la
pérdida de |iquido intracelular, para balancear |a presi én osndtica
interna con respecto al exterior, es innediata. La velocidad de
esta respuesta es consecuencia de la alta perneabilidad de |as
nmenbr anas biol 6gicas al agua. El coeficiente de perneabilidad del

agua en D._salina eritrocitos humanos y nenbranas |ipidicas

vesi cul ares producidas artificialmente es 2 X 107% s™', sin enbargo,
| a perneabilidad a | os solutos es general nente nmucho mas baja; por
ejenplo, el coeficiente de perneabilidad para azucares y iones Na+
es de alrededor de 107 y 10" respectivamente (Stein, 1986).

La cantidad de agua que deja la célula, cono respuesta a una baja
a, extracelular, se ve afectada por |as propiedades el asticas de |la
pared celular y la presion de turgencia inicial. La elasticidad de
la pared celular varia de acuerdo al estadio de crecimento, siendo
mas eléastica en la fase estacionaria. En consecuencia, | a

el asticidad de |a pared celular permte un 20 % de di sm nuci 6n de



Ef ecto de
de wvari as

TABLA 9.

la concentraci 6n de NaCl en el
especi es de |evaduras.

57

tamafio y vol unmen cel ul ar

Rh rubra (1.0556 X 10® ny/cel)

NacCl (%) V. c. (ud) P.V. (%) a (u) b (u)
0 53.014 0 2.50 2. 250
4 21. 250 59.91 1.83 1. 660
8 20. 689 60. 97 1.75 1.680

12 19. 271 63. 65 1.87 1.568
y = -2.54 X + 43.82; r = 0.80
A. _pullulans (6.5682 X 10° ny/cel)
0 32. 986 0 3.50 1. 500
3 25. 738 21. 97 3.25 1.375
6 20.117 39.01 2.09 1.515
12 18. 778 43. 07 2.75 1.276
24 10. 269 68. 86 2. 37 1.016
y = -0.83 X + 29.11,; r = 0.94
Cr. albidus var. albidus (3.2371 X 10°® mg/cel)
0 162.571 0 3.50 3. 330
5 139. 726 14. 05 3.33 3.165
10 115.917 28. 69 2.62 2. 375
y = -4.66 X + 162.73; r = 0.99
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Deb. hansenii_ (4.47 X 10°° mg/cel)

0 22.449 0 1.75 1. 750

5 20.128 10. 33 1.68 1. 685

10 10. 889 45. 90 1.37 1.375

14 9. 854 56. 10 1.33 1.333
y = -1.007 X + 23. 134, r = 0.95
candidasp. (3.5186 X 10° mg/cel)

0 17.671 0 1.87 1. 500

3 13. 089 25.92 2.00 1.250

6 6.283 64. 44 1.50 1. 000
y = -1.898 X + 18.04; r = 0.99

V.C. = volumen cel ul ar, pérdi da de vol unen con respecto a

P.V. =

control (0.0 %de Nacl), a = radio celular mayor, b = radio celular
menor, y = volumen celular, x = concentraci on de Nacl del nedi o,

r = indice de correl aci én
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tamafio celular antes del punto de plasmolisis incipiente.

Tedricamente, este tipo de respuesta es la prinera en aparecer a

soneter a la célula a un bajo a, sin embargo, se considera que el

vol unen celular se recupera al sintetizarse, y/o acunul arse,

intracelularmente algin netabolito o soluto conpatible que
equilibre la presion interna con respecto al nedio externo
(G nzburg, 1987).

Si esta aseveraci on fuera considerada textual mente, se esperaria
que unicamente con |a pérdida de vol anen las células serian capaces
de equilibrar la presion osnmbtica interna con la del nedio
exterior, o que se trata de especies no halotol erantes, ya que de
sintetizarse algun metabolito con funciones osnoregul adoras el
vol amen celular normal seria recuperado. En |a naturaleza,

especi al nente en | evaduras, no ocurre asi; en |a osnoregul aci 6n de
estos m croorgani snos estéan involucrados tanto |os ajustes en el
vol unen celular comp la producci 6n de netabolitos con funciones
osnoregul adoras, a lo que |os autores no |le han dado inportancia;

ellos consideran a la produccién de solutos conpatibles
osnoregul adores conp el Gnico fenémeno responsable de la
hal ot ol erancia en estos mcroorgani snos. En estudios con
m croscopi a el ectréni ca se han observado grandes depresiones en |a
menbrana plasmatica, sienpre asociadas a |a deshidrataci on. Estas
depresi ones se observaron sienpre asociadas con |as invagi naci ones
tipicas de la nenbrana plasmatica de las células durante su

crecimento en nmedios con baja a,. En Sacch. cerevisiae

deshi drat ada osnoti canente no se observd plasnolisis, pero |a pared
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celular apareci6 rugosa. En este estudio no fueron realizadas
observaci ones tan finas en las células, sin enbargo, para estudios
futuros seria interesante realizarlas y asi tener una idea integral

del fendéneno.

6.4.1 Morf ol ogia cel ul ar

Ora de las consideraciones reportadas en cuanto al
conportamento de las células expuestas a estrés salino, es la
nodi ficaci on de su forma al aumentar su excentricidad elipsoida
concomitantemente con la salinidad. En las células no esféricas
exi sten diferencias entre el porcentaje de dismnucion de |ongitud
de los ejes, observandose el més pronunciado en el eje nenor (hay
al rededor del 23 % de disminucidén en su longitud), en conparacion
con el mayor (la dismnucion es s6lo del Il %). Este fendénmeno solo
fué observado en algunas de las especies consideradas en este
trabajo. Las formas celulares que se presentaron fueron: esférica

(Deb. hansenii), ovoide (Candida sp., C. albidus y Rh. rubra) vy

el ongada (A._pullulans). S6lo en Rh. rubra y C. albidus se

observé la tendencia antes mencionada: en las demas especies |as
vari aci ones observadas no fueron significativas (p < 0.05), es
decir, las células conservaron su forma original a pesar de |os
incrementos en la concentraci 6n de Nacl del nmedio (tabla 9). De
aqui se deduce que no es posible generalizar a este respecto, pués

| a respuesta de cada especie al estrés salino es particular.
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6.5 Contenido de proteinas y carbohidratos totales.

El contenido total de proteinas y carbohidratos de todas |as
especi es estudi adas no present6 nodificaciones significativas (p <

0.05) al increnmentarse la salinidad a | as tenperaturas probadas, |o

cual coincide con |as observaciones de Harmada et al, (1984) para

Zi sosacch. rouxii, por lo que se concluye que no tienen, al

parecer, participacion inportante en |la osnoregul aci 6n de ninguna

de | as especies estudi adas.

6.6 Contenido de I|ipidos totales

La permeabilidad del glicerol en nenbranas artificales se
incrementa debido a la introduccién de dobles enlaces en acidos
grasos de |los fosfolipidos. Esto sugiere que las nenbranas
pl asmati cas de célul as osnotol erantes son diferentes de aquel |l as de
células no osnotolerantes; la nmagnitud con la que una dism nucion
en el a, induce canbios en la conposicion lipidica de |a nenbrana
es diferente en anbos tipos celulares. Sin enbargo, comunmente Se
encuentra que una dismnucion en la a, causa un decrenento en |os
acidos poliendlicos c¢,, (generalmente c,,,) Yy un incremento mas o
nmenos correspondiente en el contenido de residuos de &cido ol eico
(Cis.q) €en fosfolipidos fangicos. La conposicidn lipidica de la
menbrana de | evaduras tanbi én afecta su estabilidad. Se ha sugerido

que el estigmasterol y el ergosterol, al conenzar a ser

predom nantes en |a nmenbrana | e confieren una nejor estabilidad por
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restringir con mayor efectividad |la novilidad de | as cadenas de |os
aci dos grasos, que se increnenta cuando |a nenbrana se tensa.
Contrariamente a | o que se habia encontrado para otras especies de

| evaduras, en Rh. rubra, Cr. albidus var. albidus, A pullulans, y

Deb. hansenii_ (figura 4) el contenido de |ipidos totales aunenta al

increnentarse |la concentraci 6n de Nacl del nedio, sin observarse

diferencias significativas en Rh. rubra y A pullulans entre |as

tenperaturas probadas. El papel del incremento en los |ipidos
totales en la osnoregulaci on de |evaduras no estd bien definido

sin enbargo, se ha reportado que en |evaduras osnotol erantes |o0s
fosfol i pi dos aunentan alincrenentarse |a salinidad, sugiriendo que
la fluidez de la nenbrana dism nuye al ser expuesta al NacCl
(Tunbl ad- Johansson and Adler, 1987; Tunbl ad-Johansson et al, 1987;
Wat anabe y Takakawua, 1984); esta respuesta |limta |a perneabilidad
de la nmenbrana al glicerol, que puede ser el caso para estas
especies, ya que no existen evidencias experinentales de que el
glicerol producido sea liberado al exterior de la célula, cono

sucede con | evaduras no hal otol erantes conp Sacch. cerevisiae, en

donde el glicerol que es sintetizado continuanente, es |iberado al
exterior celular lo cual le inpide funcionar cono osnoregul ador
ef ectivo.

No obstante | o anterior, son necesarios estudios adicionales para
conocer la naturaleza y explicar claramente el efecto de |os

| ipidos en la proteccion de la viabilidad celular y osnoregul aci 6n

de | as especies antes nenci onadas.
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Figura 4. Efecto de la concentracion de Nacl en el contenido de
| ipidos totales en |as cepas consideradas en este estudio.
__20°¢c,. ... 25°C vy 30°.
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En candidasp. sucede lo contrario, el contenido de Iipidos

totales (figura 4) dismnuye al increnentarse la salinidad, |0 cua
no se correlaciona con lo reportado por otros autores, que
menci onan que el contenido de |ipidos no se nodifica a
incrementarse |a salinidad; ellos soOlo observan variaciones en |as
proporci ones de ésteres-esteroles (Watanabe y Takakawa, 1984). Sin
enbargo, hay que considerar que dichos estudios fueron realizados

en Zigosacch. rouxii (una levadura altanente halotolerante) y que

son nuy escasos | os estudios realizados a este respecto en otras

especi es.
6.7 Producci 6n y acunul aci 6n de NMBPM
6.7.1 Car bohi dr at os
Para algas wunicelulares, pl antas vascul ares, crust aceos

(Yancey et al, 1982) y una especie de |evaduras, Candida tropicalis

(Saubenova et al, 1989), al gunos carbohidratos han sido reportados
como osnoregul adores, de estos la trehalosa es el azucar nas conun.
La trehal osa es un soluto conpatibl e bien conocido en bacterias, en
hongos nornmal nente se acunula bajo condiciones de dismnucion de
crecim ento, particularnmente durante |0S periodos de ayuno Yy
di ferenciaci 6n (Thevelein, 1984). En estos organisnbs se ha
encontrado que |a trehalosa intracelular nunca excede |los 50 mM y
esta inplicada en la tolerancia al shock osmdtico y conb un

protector contra | a desecaci 6n causada por la liofilizacion y/o el
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Figura 5. Efecto de la concentracion de Nacl en el contenido
intracelular de carbohidratos en las 5 cepas consideradas en este
estudi_o. 20,.. .. 25°y 30°.
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TABLA 10.

Presiones Osméticas

OSMOLARIDAD (0Os/kg) OSMOLARIDAD INTRACELULAR (%)

ESPECIE [NacCl) P.O. MEDIO P.0O. INTRACELULAR CARBOHIDRATOS AMINOACIDOS GLICEROL
(%) 20°c¢ 30°cC 20°9Cc 30°c 20°C 30°c 20°c¢c 30°cC

Rh. rubra 0 0.22 0.23 0.29 16.9 22.6 70.2 66.7 12.9 10.7

4 1.30 1.49 1.93 6.0 6.9 31.5 29.4 62.5 63.7

8 2.73 2.63 2.57 2.5 2.4 11.2 11.8 86.3 85.8

12 4.40 6.73 6.58 1.0 1.7 1.3 2.7 97.7 95.6

Cr. albidus 0 0.22 0.37 0.43 30.0 44.8 50.3 40.1 19.7 15.1

4 1.30 1.28 1.14 9.0 12.1 14.7 14.8 76.3 73.0

8 2.73 3.04 2.66 3.2 1.3 5.0 6.4 91.8 92.3

Candida sp. 0 0.22 0.28 0.16 3.6 0.6 70.8 86.6 25.6 12.8

3 0.96 1.10 0.91 0.3 0.1 37.7 39.1 62.0 60.8

9 3.12 1.83 3.33 4.6 0.7 18.2 14.9 77.2 80.4

Deb. hansenii 0 0.22 0.47 0.50 3.0 12.3 49.8 26.3 47.2 61.4

5 1.64 0.94 1.37 1.1 0.8 18.3 15.9 80.6 83.3

10 3.53 1.08 2.15 1.5 0.6 13.8 12.5 84.7 86.9

14 5.34 0.75 1.94 0.0 0.0 19.8 11.1 80.2 88.9

A.pullulans 0 0.22 0.27 0.35 5.6 3.7 15.8 20.8 78.6 68.5

6 2.00 1.25 0.83 1.7 1.8 15.3 17.9 83.0 80.3

12 4.40 1.48 1.56 1.6 0.9 14.2 14.3 84.2 84.8

24 11.91 8.05 9.17 9.9 2.2 9.0 6.9 81.1 90.9

89
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secado al aire en células en fase estacionaria. En este estudio se

encontré que en Rh. rubra, Cr. albidus var. albidus y Deb. hanseni

| os azucares no tienen tal funcidn, ya que no participan de manera
significativa (p < 0.05) en el equilibrio de la presiédn osnbtica
intracelular con respecto a la del nmedio externo pronovida por |a
concentraci 6n de Nacl (tabla 10). El efecto de la salinidad y la
tenperatura en la concentraci6n intracelular de carbohidratos de
baj o peso nolecul ar de estas especies se nuestra en las figura 5.

En general, |a concentraci én de carbohidratos dismnuye con un
incremento en la salinidad: a 20° el contenido de carbohidratos en
un nedio sin Nacl es nmucho menor que el observado a 25°C, esto da
una idea de |o que esta sucediendo con el crecimento, ya que cono
se menciond con anterioridad el crecimento de Rh. rubra no se
favorece a 20°c. Bajo estas condiciones de tenperatura el gasto
nmet abdli co del organisno para crecer es mayor, y por lo tanto, la
acumul aci 6n de cabrohidratos (principal material de reserva) no
ocurre, por el contrario, su tasa de utilizacion es nmayor para
poder generar |a energia necesaria para su desarrollo. Con un
incremento en la salinidad el gasto netabdlico es aun mayor, por |lo
que los niveles de carbohidratos i ntracel ul ares conti nuan
di sm nuyendo. A 25°C se observa un efecto parecido, sin enbargo,

| os niveles intacelulares de carbohidratos obtenidos bajo esta
condi ci 6n de tenperatura son nmayores que | o0s observados a 20°C para
todas las condiciones de salinidad, es decir, bajo estas
condiciones de crecimento la célula no requiere de una alta

conversi 6n de azlcares a otros productos para obtener |la energia
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necesaria para reproducirse.

Para el caso particular de C. albidus (figura 5) Ila

di sm nuci 6n del contenido de carbohidratos es drastica a 25°C
(m= - 17.71) en conparaci 6n con |a observada a 20°C (m = -4.39).

Para Deb. hansenii (figura 5) la variacion en el contenido de

carbohidratos con respecto al incremento de la salinidad sélo es
evi dente a una concentraci 6n de Nacl <5 % (p < 0.01), con respecto
al control, pués entre 5y 10 % de NaCl no se observan diferencias
significativas entre las dos salinidades probadas. En esta especie,
la contribucion de | os carbohidratos en el equilibrio de Ia presion
osnotica intracelul ar con respecto al medio externo, es
despreciable (tabla 10) conb en el caso de |las dos especies antes

menci onadas.

Para Candida sb. Yy A. pullulans (figura 5), no se observa una

clara correlaci6on entre el increnento en la salinidad y el
contenido intracelular de carbohidratos, sin enbargo, conp se
indica en las tabla 10, los carbohidratos si tienen participacion

(aunque nuy pequefia en el caso de A pullulans) en |a restauracion

de la presi6n osmdtica intracelular a altas salinidades. Estas
observaci ones nos indican que el método que utiliza la célula para
equilibrar la presién osmdtica intracelular con respecto a la
extracel ul ar, depende en cierta nedida de la salinidad a |a que se

desarrolle el m croorgani sno.
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6.7.2 Anmi noéci dos Iibres
Los aminoacidos libres intracelulares, tanbi én han sido
reportados cono osnoregul adores en organisnbs conp bacteri as,
protozoarios, plantas superiores e invertebrados (Yancey et al,

1982), sin enbargo, para |evaduras no exi ste ninguna observaci 6n de

este tipo. En Rh. rubra, C. albidus var. albidus y Deb. hansenii

| os am noacidos libres no tienen ninguna funcidn osnoregul adora
(figura 6), por el contrario, un aunento en |l a salinidad se traduce
en un decrenento en |l a concentracion de estos netabolitos. A 20°C,
al igual que |as observaciones de carbohidratos, el contenido de
am noacidos libres es nenor que el observado a 25°C, |lo cual se
explica de la msma forma que l|la disnmnucidn observada en el

contenido de carbohidratos. De acuerdo con Adler (Adler vy
Gust af sson, 1980) la -concentracion de am nodcidos libres, en
rel aci 6n al peso seco de |a bionmasa celular, decrece entre 15 y 50%
en un cultivo con una alta salinidad (de 4 mM a 2.7 Mde NaCl) lo

cual fué corroborado en Cr. albidus var. albidus y Deb. hansenii.

Sin enbargo, en Rh. rubra el contenido de aminoacidos l|ibres es
mucho nmenor (59 - 81% a una concentraci 6n del 12 % de Nacl (2.053
M de Nacl) en conparaci 6n con | o observado en un nedio sin NacCl.

No obstante que el contenido de am noacidos |ibres dismnuye al
incrementarse la salinidad, intracelularnente si provocan cierta

presi 6n osmdtica en Rh. rubra y C. albidus var. albidus, que

contribuye al equilibrio de la msma con respecto al nedio

extracel ul ar, especialmente a una concentraci 6n de Nacl del 8 % a
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tenperaturas calidas. En Deb. hansenii (tabla 10) la contribuci 6n

de | os am noé&ci dos es despreciable.

Para candida sp., aunque el contenido de am noacidos |ibres

intracelulares (por ng de peso seco) tienden a dismnuir con un
increnmento en |la salinidad (figura 6), la contribuci6n que tienen
en la presion osndtica intracelular es inportante (tabla 10).
Aparentenmente, su contribucidén en el equilibrio de la presion
osmotica interna es significativa a concentraci ones de Nacl del O
y 3 % (figura 6), sin enbargo no hay que perder de vista que para
el céalculo de la presién osndtica que pronueve cada netabolito,
estan involucrados otros paranetros (conmo el voludnmen y el tanafio
celular) ademads del contenido de cada uno de ellos por ng de peso
seco (ver método, pagina 34).

El caso de A _pullulans es nuy particular, pués fué |la anica

especie en la que se observo un claro increnento en el contenido de
am noacidos libres intracelulares en relacion al aunmento de Ila
salinidad (figura 6). Sin enbargo, estos no parecen tener una
participaci6on inportante en el equilibrio de presion osnbtica
intracelular (tabla 10), con respecto al nedio externo. No fueron
observadas diferencias significativas (p < 0.05) entre las dos
t enper at uras ensayadas.

Brown y Stanley (1972) reportaron que el Nacl arriba de 0.5 M no
ti ene efectos observables en el contenido de am noacidos |libres en

Sacch. cerevisiae y en Zisosacch. rouxii cuando crecen en cultivos

en quimostato. En |os hongos Thraustochvtrium aureumy T. roseum

el contenido de la prolina se incrementa |linealnente con la
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salinidad. Sin enmbargo, aun no esta claro si estos organisnos
sintetizaron este am noacido de novo o fué tomado del nedio de
cul tivo.

Esta msnma interrogante surge en este estudio con |as especies que
han nostrado incrementos en |los niveles de am noaci dos de manera
concomtante con la salinidad, ya que no se conoce |la natural eza
(tipo de amnoacido) ni el origen de él o I|os amnoéacidos
i mpli cados, para |o cual seria muy conveniente en estudi os futuros
considerar la posibilidad de realizar estas determ naciones en |as

especi es de interés.

6.7.3 dicerol

En Rh. rubra, C. albidus var. albidus y A pullulans, la

acumul acion de glicerol conb respuesta a un incremento en la
salinidad es una relacidon lineal y directa (figura 7). La presion
osndtica ejercida por |la concentraci én de glicerol intracelular, en

el caso de Rh. rubra y C. albidus var. albidus (tabla 10) es

suficiente para contrarestar aquella producida por |a concentraci én
de ©Nacl extracelul ar. Por 1o tanto, aunque los otros dos
net abolitos (carbohidratos y aninoacidos) ejercen una pequefia
presi 6n osnmdtica intracelular (no mayor al 6.5 % de |a pronovida
por el Nacl extracelular) el 92 - 98% es provocada por el glicerol
(que coincide con el 95 % reportado por Blonberg y Adler (1992)

para Deb. hansenii). De esta fornma el glicerol juega el papel

principal en |la osnoregul aci 6n de estas dos especi es.
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Aunque la relacion que existe entre el contenido intracelular

de glicerol y el increnmento en la salinidad en A. pullulans es

directa (figura 7), la presion osnmdtica que promueve este
netabolito no es suficiente para equilibrar Ia presién con el nedio
externo. En la tabla 10, se observa que a 20°C el glicerol aporta
la mayor presion osndtica. A salinidades de 3 y 24 %, el nmayor
porcentaje de presi én es producido por el glicerol, el cual, con |la
participacion de |l os otros netabolitos alcanza a cubrir del 68 a

77 % de la presion osnbtica extracelular pronovida por el Nacl. A
salinidades del 6 y 12 %, |los netabolitos nonitoreados no al canzan
a balancear |a presion osnmbtica que provoca |a concentracién
extracelular de Nacl més alla de un 33 - 35 %, ain con la suma de
los tres, 1o que hace suponer que en la célula existe otro
mecani sno de regulacién que le permte sobrevivir y desarrollarse
baj o estas condiciones de estrés salino. A observar nuevanente |a
figura 3, es evidente gque a estas salinidades es donde precisanente
se presentd el nmejor crecimento a |las tenperaturas probadas. Esto
soporta |l a idea de que | os necani snbos de osnoregul aci 6n dependen en
gran nedida de |la concentraci o6n de NacCl en la que se desarrollen

| as cél ul as.

En el caso de Deb. hansenii, que la bibliografia cita conmo |a

especie mas estudiada en cuanto a osnoregulacién, el glicerol
intracelular no presenta wuna estrecha correlacion con la
concentraci 6n de Nacl (figura 7), y la presion osndtica que produce
este netabolito no es suficiente para contrarestar aquella

pronovida por el cloruro de sodio a |as dos tenperaturas ensayadas,
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aunque pronueve del 80 al 89 % de |la presi6n osndtica intiucelular.
Para esta especie, ha sido reportado un conportamento sengjante al

que se observo en Rh. rubra y C. albudus var. albidus. Sin

enbargo, la cepa que se ha utilizado en |os trabajos reportados en
la bibliografia tiene un intervalo de tolerancia a |la salinidad de
0 al 24 %de NaCl, que es sensi bl enente mayor que el que se observé
para |la cepa con la que se realizo este trabajo (0 al 17 % de NacCl,
tabla 6). Esta observaci6n inplica que no es posible generalizar
aun dentro de cepas que pertenecen a la mism especie, pués |as
condi ciones anbientales de las que se obtuvo cada cepa fueron
di ferents (Norkrans, 1966, Hernandez, 19%0), o cual se refleja en
propi edades fisiol 6égicas conmo la tolerancia a |la salinidad. Podria
i ncluso pensarse que se trata de una subespecie, sin enbargo, para
corroborar esto son necesarios estudi os exhaustivos de taxononia a
nivel no convencional, por ejenplo de hibridaci6n de DNA. En esta

cepa, como en el caso de A. pullulans debe exsitir otro mecanisno

de osnoregul aci 6n, pués en este caso el glicerol so6lo cubre a 20°C
un 14 % de la presion osnbtica extracelular, y a 25° un 36 % No
obstante que l|a concentracién del glicerol se increnenta con el
contenido de Nacl, aun faltan por cubrir entre el 64 - 70 % de la
presi 6n osnbtica pronovida extracelul armente por el Nacl.

Para candida so. el contenido de glicerol intracelular aunenta

con un increnento del 3 % en la salinidad. A 20°C el contenido de
glicerol permanece constante a 9 % de Nacl, sin enbargo a 25°C se
eleva (figura 7). No obstante |os valores observados en |a grafica,

no existen diferencias significativas entre |as dos condiciones de
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t enperatura probadas.
La participacion del glicerol en la regulacion de la presion
osnotica en ceélulas expuestas a estrés salino, es |la mas inportante

para esta Candida sp. (tabla 10), representando del 50 al 80 % Sin

enbargo, |os am noécidos tienen tanbi én una participaci 6n deci siva,
contri buyendo con un 20 % de la presion osnbtica intracelular. En

este caso, |a osnoregul aci 6n no estd dada por un soélo netabolito.

6.8 Di scusi 6n general .

En general, el vol unen parece ser una variable més universal
que la turgencia, considerando la infinitesinmalnente pequefa
turgencia de las células sin pared. No obstante, en |a nenbrana
plasmatica de levaduras se han identificado canales idnicos
nmecanosensitivos, y se ha observado que la actividad de estos
canal es esté regulada por la presién de la nmenbrana (CQustin et al.
1988), la cual estad relacionada con el volunmen celular y e
contenido lipidico de |a nmenbrana.

A la regulacion del volumen celular se le ha atribuido un
papel en el ciclo celular conp una seflial de com enzo, sin enbargo,
| a presi 6n de turgencia es una parte esencial del potencial hidrico
total de al célula, y por lo tanto debe ser nedido para entender
por conpleto |a respuesta celular a las fluctuaciones en el estatus
hidrico del medi oanbi ent e. Por lo tanto debe darsele nmaés
inmportancia a este tipo de caracteristicas celulares, ya que la

Uni ca producci 6n de netabolitos conpatibles no es suficiente para
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permtir el crecimento y reproduccion de |la célula.

Dentro de las estrategias para determinar el potencia
osndtico intracelular se encuentran: la formaci 6n de protopl astos,
el uso de osnonetros,la psiconetria ternmpacoplada y los anélisis
quimcos. El analisis quimco de los constituyentes celulares
(am noaci dos, iones, azucares y otros netabolitos mas |as nedidas
del volunen osmdtico y citoplasmatico) es un buen nmétodo para
determinar el potencial osndtico celular, sin enbargo, puede
suceder que algunos conpuestos abundantes en las células sean
sobresti mados, dando conp resul tado potencial es osnbdticos altos. No
obstante, este tipo de andlisis dan una informaci 6n nmuy inportante
acerca del balance existente de las diferentes substancias
osnoti canente activas en la célula durante el crecimento en nedios
con diferentes actividades de agua (Burke y Jennings, 1990; Larsson
et al., 1990; Luard, 1982 a); por lo tanto se reconienda |a
conbi naci 6n de técnicas.

Un necani sno i nportante en respuesta al estrés osndtico al que
es expuesta la célula es la acumul aci 6n de solutos conpati bl es,
especi alnente el glicerol. Aunque en este trabajo se encontrd que
en al gunas especies de |evaduras, |os am noacidos participan de
forma inportante en este mecani sno de osnoregul aci 6n
La regulacion detallada de esta respuesta no se conoce bien,
exi sten evidencias de que la regulacion de |os genes involucrados
es a nivel transcripcional. Recientenente se ha aislado y clonado

en Sacch. cerevisiae un gen que interviene en la tolerancia a la

salinidad y que es inducible por NaCl, KCl y sorbitol (CGaxiola et
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al, 1992). Se ha obtenido una sobreexpresi 6n de este gen al exponer
a la célula a altas concentraciones de Nacl, y se ha observado
tanbién que durante este fenomeno la toxicidad del Na+ es
contrarestada por un aunento en |a acumrul aci 6n intracelular del ion
K'. La proteina codificada por el gen (HALl1) interactua con el
sistema de trasporte que determna |la honeostasis intracelular del
K'. Se presunme que los canbios en la a, del nedio extracelular
i nvol ucra mecanosensores (estrechamente relacionados con |o0s
canbi os de volunen celular) y cascadas de fosforilacion. Sin
enbargo, se necesitan analisis genéticos, fisioldgicos vy
fisicoquim cos, ademas de analisis quimcos mas finos, par a
entender a fondo las relaciones |evadura-agua. No obstante, este
trabaj o es una aproxi nmaci 6n valida que nos permte conocer al gunos
de los canbios que sufre la célula al ser expuesta a condiciones
extremas de disponibilidad de agua, |0 que nos sirve de punto de
partida para entender nmejor, en investigaciones futuras, el

conpl ej o fendéneno de osnoregul aci 6n en | evadur as.
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7. CONCLUSI ONES

1. El método de aislamento y seleccion de cepas fué
adecuado, pués se aislaron seis cepas de |evaduras con interval os
de tolerancia al Nacl entre 0 - 9 %y 0 - 24 %

2. En cristalizadores en donde no ha conenzado Ila
precipitacion del Nacl y la densidad del agua es nmenor a 1.10
gr/ml, |a probabilidad de aislar |evaduras halotol erantes es nuy
alta.

3. El tipo de | evaduras que se aislaron son en |las que no se
observan caracteristicas de repr oducci 6n sexual , cl ase
Deut er onycet es.

4. Se observaron tres grupos de | evaduras bien definidos en
relacién a su tolerancia al NacCl: organi snos | i geranmente

hal otol erantes (3 - 9 % de NacCcl), Rhodotorula rubra, Cryptococcus

albidus var. albidus y _Candidasp.; organisnos noderadanmente

hal otol erantes (9 - 18 % de Nacl) _Hansenula sp.yDebarvonyces

hansenii; y final nente organi snos extremadanente hal otol erantes (20

> 30 % de NacCl) Aureobasidium pullulans.

5. Exi sten tanbi én tres tipos de conportam ento en relacién
al crecimento (expresado en vel ocidad especifica de creciniento)
en diferentes tenperaturas y concentraciones de NaCl, que se
ajustan al nodelo anterior.

6. La concentraci 6n de Nacl y la tenperatura son factores
estrechanente relacionados y determnantes en |0s procesos

osnoregul atorios de |evaduras. Sin enbargo, no se puede generalizar
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la respuesta de las levaduras a estos estinulos (salinidad vy
tenperatura), ya que se ha conprobado que la variabilidad intra e
i nterespecifica es nmuy fuerte.

1. El efecto de la concentracion de Nacl en el vol Unen
celular es inversanente proporcional en la mayoria de |as cepas
estudi adas, sin enbrago, no se puede generalizar a este respecto.

8. Para Rh. rubra el metabolito que funciona como
osnoregul ador es el glicerol, sin enbargo, se presume que |os
|ipidos también intervienen en la regulacién de este fenéneno
puest o que se i ncrement an sus ni vel es en I a célula
concom tantemente con la salinidad. Para esta especie |los
ami noacidos y los carbohidratos no tienen ninguna funciodn

osnor egul adora significativa.

9. Para Cr. albidus var. albidus se encontré que el

nmetabolito que funciona conb osnoregulador en Cr. albidus var.

al bidus es el glicerol, sin enbargo, se presune que los |ipidos
tambi én intervienen en | a regul aci 6n de este fendneno puesto que se
incrementan sus niveles en la célula conconmitantemente con la
salinidad. Para esta especie |os am noacidos y |os carbohidratos no
ti enen ninguna funci on osnoregul adora significativa.

10. En Deb. hansenii se encontré6 que el netabolito que

funciona conmo osnoregulador es el glicerol, sin enbargo, su
concentracion en la célula no es suficiente para balancear Ila
presi 6n osnbtica extarcelular, por o que se presume que existen
otros necani snbs no consi derados en este estudio que son |los que |le

permten subsistir y desarrollarse en nedios altanente salinos.
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Para esta especie |los carbohidratos no tienen ninguna funcidn
osnor egul adora significativa, mentras que |os am no4cidos si
tienen una pequella participaciéon en la presién osndtica
intracel ul ar.

Aunque se presune |a participacion de los |ipidos en el fendneno de
osnoregul aci 6n de esta especie, puesto que existe una relacion
i nversanmente proporcional entre su concentracion en la célula y la
salinidad del nmedio extracelular, no se conoce especificanmente su

funci on.

I, Para A._pullulans, en este trabajo se encontro que el

metabolito que funciona conp osnoregulador principal es e
glicerol. Para esta especie |os carbohidratos, am noacidos vy

| ipidos no tienen ninguna funci én osnoregul adora significativa.

12. En candida sp. el metabolito que funciona conp
osnor egul ador principal es el glicerol, sin enbargo, | os
am noaci dos son un segundo mecani sno osnoregul atorio, mentras que
se observo que |los carbohidratos y los lipidos no tienen ninguna
funci 6n osnoregul adora significativa.

13. La respuesta de las levaduras al estrés osnbtico
involucra la funcion integral de nmuchos conponentes del netabolisno
celular. La regulacion de estos conponentes no se conoce
cl arament e, pero se sabe que hay genes involucrados que son
inducibles por diversos estinmulos, ya sea necanicos y/o quim cos,
por o que la investigacion de la regulacion y de |os conponentes

participantes en este fenoneno esté abierta.
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8. RECOVENDACI ONES

El analisis quimco de los constituyentes cel ul ares
(am noaci dos, azUcares, lipidos y glicerol) es un buen nétodo para
determ nar el pot enci al osndtico celular, sin enbargo, es
reconmendabl e noni t or ear otros nmet abol i t os Y par anet r os

estrechanente relacionados (iones, presion de turgencia, etc..)
para tener una idea nmas conpleta del fendneno.

Se recom enda adenmds, realizar analisis quimcos ms finos
(conposi ci 6n de am noaci dos, carbohidratos, iones y lipidos), para
conocer con certeza |las substancias que participan directanmente en
el proceso osnorequl atorio celular y asi poder conocer un poco nas

acerca de las rutas netabdlicas inplicadas.
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10.1 Apénd

10. APENDI CES

ice 1

Medio LH (Martinez, 1986):

d ucosa

Extracto de | evadura
Cloruro de sodio
Agua destil ada

pH 4.5 ajustado con HCl 0.1 N

Medio M1 |iquido (Hernandez, 1990):

d ucosa

Pept ona

Extracto de |evadura
Agua de mar filtrada
pH 4.5 ajustado con HC1 0.1 N

Medi o M1 soOlido (Hernandez, 1990):

Medio M1 = 2 % de agar

Medio MB (Lodder y Kreger van Rij, 1983):

Fuentes de nitroégeno;

Ami nodci dos:

Met al es traza;

Sal es;

Sul fato de anonio
Aspar agi na
d ucosa

H stidi na
Meti oni na
Tri pt of ano

Ac. borico

Sul fato de cobre

| oduro de potasio
Cloruro férrico

Sul fato de manganeso
Mol i bdato de sodio
Sul fato de zinc

Fosfato dibasico de
pot asi o

Fosfat o nonobasico de
pot asi o

Sul fato de nmagnesio

oo
oo

orn
g1 O O

10.
10.
20.
500.
100.
200.
400.

200.
400.

%
%

%
%
%

OO0OO0OO0OO0OO0OO0 oo oo u
=
Q
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Cloruro de calcio 0.10 g

El pH del nedio se ajusta a 5.5 con HCl 0.1 Ny se afora a
1000 ml con agua destilada de naxi ma cal i dad.
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10.2 Apéndice 11

Determinacion de proteinas:

Met odo Lowy (Lowy et al, 1951).

Reacti vos:
Solucion A Na,co, al 2 %en NaoH 0.1 N
Sol uci 6n B cuso, . 5H,0 0.5 %
Solucion C Tartrato de Nay K1 %
Sol uci 6n D 50 Ml de la solucion A + 0.5 nl de la
solucion B + 0.5 m de la solucién C
Sol uci 6n E Reactivo de Folin

Pr ocedi m ent o:

a) Tomar 1 mM de la nuestra

b) Agregar 2 ml de la solucidén D

c) Agitar y dejar reposar 10’ a tenperatura anbiente
d) Agregar 0.2 m del reactivo de Folin

e) Agitar y dejar reposar a tenperatura anbiente y
en obscuridad durante 30“
f) Leer en absorbancia a 750 nm

Est andar :

Pesar 10 ng de Album na Sérica Bovina y disolverla en
10 mM de agua destilada de méxima calidad (1 nmg/ m concentracion).
Tomar 12.5 m de esta solucion y aforar a 25 ml con agua destil ada
de maxima calidad para obtener una concentracion final de 500
ng/ml. Sensibilidad 25 - 250 ug/ml.

Met odo m cro-Lowy

Reacti vos:
Sol uci 6n A Na,co; al 3 %en NaoH 0.2 N
Sol uci 6n B CusQ,. 5H,0 2 %
Solucion C Tartrato de Nay K4 %
Sol uci 6n D 48 nMl de la solucion A+ 1 mM de |la
solucion B+ 1 m de la solucion C
Sol uci 6n E Reactivo de Folin

Pr ocedi m ent o:

a) Tomar 200 wxl de la nuestra o estandar
b) Agregar 1 m de la solucidén D
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c) Agitar y dejar reposar 10’ a tenperatura anbiente

d) Agregar 100 xl de la solucidn de Folin 2 N

e) Agitar y dejar reposar a tenperatura anbiente y
en obscuridad durante 30

f) Leer en absorbancia a 750 nm

Est andar :

Pesar 10 ng de Al bunmina Sérica Bovina y dislverla en
10 M de agua destilada de maxinma calidad (1 ng/ m concentracion).
Tomar 12.5 m de esta solucion y aforar a 25 ml con agua destil ada
de méxima calidad para obtener una concentracién final de 500
ug/ml. Sensibilidad 25 - 250 pug/ml.

Det er m naci 6n de carbohi dr at os:

Mét odo de la antrona (Yemm y WIIlis, 1954)

React i vos:
H,SO,
Antrona (9,10 dihidro, 9, oxeantraceno) 2 X 10 g/ml
de H,S0,.
Procedi m ent o:
a) Tomar 1 m de nuestra
b) Afadir 2 m del reactivo de antrona tapando | os

t ubos

Agitar los tubos y sunergirlos en bafio de hielo
Cal entar |os tubos a 80°C durante 15

Enfriar en bafo de hielo

Leer en absorbancia a 630 nm

D QO
o —

Est &ndar :

Pesar 12 ng de glucosa y diluirla en 100 mM de agua
destil ada de méxima calidad, para obtener una concentraci én fina
de 0.12 mg/ml = 120 wpg/ml. Sensibilidad 12 - 120 pg/ml.

Det er m naci 6n de am noaci dos total es:
Mét odo de la ninhidrina (Rosen, 1957)
Reacti vos:

Sol uci 6n A NacN 0. 005 M
Sol uci 6n B Bof er de acetato: A 360 g de acetato



Pr ocedi m ent o:

NOTA: Si el color

sol uci 6n E.
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de sodio trihidratado en 200 nl de
agua destilada se |le adicionan 65.5
m de é&cido acético glacial. Aforar

a 1000 m con agua destilada. pH 5.3

- 5.4.
Sol uci 6n C NacCcN 0. 0001 M en bofer de acetato.
Sol uci 6n D Ninhidrina al 3 % en netil cel osol ve
Sol uci 6n E alcohol i sopropilico-agua

destilada(1l:1 v/V)

Mezclar 0.5 ml de nuestra + 0.5 ml de agua
destilada de méxima calidad. Agitar

Adicionar 0.5 ml de la solucion C  Agitar

Adi cionar 0.5 ml de solucion D. Agitar

Poner | os tubos (tapados) en bafio Maria a 100°C
durante 15

Sin enfriar agregar rapidanente y agitando
vigorosanente 5 mM de la solucidn E

Dejar enfriar a tenperatura anmbiente. El color
es estable.

Leer absorbancia a 570 nm ( a 440 para prolina
e hidroxiprolina)

es denmasi ado obscuro agregue otros 5 ml de la

Det er mi naci 6n de glicerol:

Met odo de Sastry y Kates (1964)

Reacti vos:

Pr ocedi m ent o:

Sol uci 6n A H,50, 10 N

Sol uci 6n B NaIo, 0.1 M

Sol uci 6n C Na H§O, al 10 %

Sol uci 6n D 100 ng de 1,8 dihidroxinaftaleno-
3,6- acido disulfénico en 10 ml de
agua, |a mezcla se disuelven en 45

de H,s0, 24 N.
a) A 2 mM de nuestra se le agregan 0.1 m de la
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solucion A y 0.5 ml de la solucion B. Se
mezcan y Se esperan 5’

b) Se agregan 0.5 ml1 de la solucian C y se
mezlca.
c) De la soluci6n anterior se toman 0.3 ml y se

e adicionan 3 ml de la solucién D. Los tubos
se agitan, se tapan y se ponen en bafio Maria a
100°C durante 135

d) Los tubos se dejan enfriar 30" y se leen en
absorbancia a 570 nm

Est andar :

9.210 ng de glicerol en 100 ml de agua destil ada de
maxi ma cal i dad, para obtener una concentracion final de 92.1 upg/ml

= 1 pumol de glicerol/ m. Sensibilidad 0.2 - 2 pmol/ml.
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10.3 Apéndice 111

FOormul as que describen la relacién entre la concentraci 6n (en
granos por litro) de cada netabolito citado (X) y la osnolaridad
gue producen en osm os por Kkilograno (Y).

Datos calculados a partir de las tablas presentadas

Hanbook of Chemi stry and Physics, 66 Th edition, 1985-1986 (ﬁ@%s%

1986) . '
GLUCCSA Y = 2.991 x 1073 x0-98 r = 0.95
GLI CEROL Y = 6.181 x 1073 x'-160 r = 0.99
CLORURO DE SODI O Y = 0.025 x!-053 r = 0.99

Tabl a de sol uciones isosnbticas (Bonner, 1982).

Lisina [M Nacl [M Factor Lis/NacCl
0.300 0. 147 2.041
0. 505 0. 250 2.020
0.828 0.431 1.921
1. 290 0.715 1. 804
1.798 1. 053 1.708
2.424 1.517 1.598
2.970 1.947 1.525
3.190 2.126 1. 500
3.925 2.724 1.441
4. 380 3.109 1. 409
4.619 3.312 1. 395
5.436 4.022 1.352
6. 587 4.921 1. 339
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10.4 Apéndice |V

Caracteristicas fisiologicas y fisicoquimcas de |as cepas
contenpl adas en este estudio. Las caracteristicas de |las cepas A

18, Rh. rubra y C I1, Deb. hansenii, se encuentran en |as
descri pci ones dadas por Hernandez (1990).

Cryptococcus al bidus var. albidus

Mor f ol ogi a col oni al :

Las colonias despuas de 72 horas de incubacién a 25°C tienen
las siguientes caracteristicas: son circulares, de color

marfil, tiene un aspecto hunedo y un mlinmentro de di anmetro
son lisas, convexas, de bordes enteros, textura butirosa vy
brillantes.

Mor f ol ogia cel ul ar:

Después de 48 horas de incubacion a tenperatura anbiente |as
células son ovoide-esféricas y presentan genaci 6n pol ar.

Repr oducci 6n asexual :

Se reproducen por genaci 6n y en placas de Dal mau en nedi o PDA
no desarrollan pseudom celio. No producen blastosporas, ni
cual quier otro tipo de esporas asexual es.

Crecimento en nedio |iquido:
Después de 72 horas de incubacidn a tenperatura anbiente en
medi o YPG liquido, no hay formacion de anillo, ni pelicula,
s6l o se observa |la acunul aci 6n de sedi nento.

Intervalo de tolerancia a la salinidad: 0.0 - 13.0 %

Fer ment aci 6n: no fernenta.

Asim | aci 6n de fuentes de nitrégeno: Ntrato de potasio +

H dréolisis de urea: +

Reacci 6n al yodo: +

Crecimento a 37 C +

Asini | aci 6n de fuentes de carbono:

gl ucosa + gal actosa - sacar osa + mal t osa +
| act osa + cel obi osa + nmel obi osa - rafinosa +
nel ezitosa + xilosa + ar abi nosa - ri bosa -
ramosa + et anol + glicerol - manosa +
eritritol - mani tol + sorbitol + succi nato +

i nosit ol

+
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Candida Sp.

Mor f ol ogi a col oni al : _ _ _
Después de 72 horas de incubaci6n, |as colonias miden de 0.75
a 1 nmm de dianmetro, son color crema, de superficie lisa,

e!evacién convexa, consistencia butirosa, bordes enteros,
lisas, de aspecto hunedo y forma circul ar

Mor f ol ogi a cel ul ar

Después de 48 horas de incubacion a 25 C, las células son
ovoi de- el ongadas y presentan genaci 6n nultil ateral

Reproducci 6n asexual

Se reproducen por germacién y en placas de Dalnmau forman,
después de 48 horas de incubaci6n a tenperatura anbiente, un
pseudom celio bien desarrolloado en 1los bordes de |as
col oni as, con abundantes bl astospor as.

Crecimento en nedio |iquido:

Después de 72 horas de incubacidén a 25 C en nedio YPG |a cepa
presenta bien desarrollados anillo y sedinmento, sin enbargo no
se observa crecimento honogeneo ni la formaci 6n de pelicul a.

Intervalo de tolerancia a la salinidad: de 0.0 a 15.0 % de NacCl.

Fer ment aci 6n: _
No fernenta ninguna de |las fuentes de carbono ensayadas.

Asimlaci 6n de fuentes de nitrogeno: Nitrato de potasio -
Hidrdlisis de urea: -

Reacci 6n al yodo: +

Crecimento a 37 C -

Asimlaci 6n de fuentes de carbono:

gl ucosa gal actosa

+ - sacar osa + mal t osa +
| act osa + cel obi osa + nmel obi osa - rafi nosa +
nel ezitosa + xilosa + ar abi nosa - ri bosa -
rammosa + et anol + glicerol - manosa +
eritritol - mani t ol + sorbitol + succi nato +

i nosit ol

+
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Aur eobasi di um pul I ul ans

Mor f ol oai a col oni al

Después de 96 horas de incubacion a 25 C en placas de nedio
YPG | as col onias desarrollan una coloracion verde olivo, que
con el incremento del tienpo de incubaci6n se torna cada vez
mas obscura. Las colonias son circulares con bordes con
abundante mcelio, brillantes, lisas, de elevaci 6n convexa, de
aspecto hunmedo y textura butirosa.

Mor f ol ogi a cel ul ar

Después de 48 horas de incubacion, las células son el ongadas
y presentan gemaci 6n pol ar.

Reproducci 6n asexual

Se reproducen por genacién polar y en placas de Dal nau
desarrol |l an abundante nicelio, con escasas bl astosporas.

Crecinmiento en nedio liquido: . _
Después de 96 horas de incubacion a tenperatura anbiente en

medi o YPG liquido, esta cepa soOlo desarrolla sedinmento. No se
observa la formaci 6n de anillo ni pelicula.

Intervalo de tolerancia a la salinidad: de 0.0 a 25 % de NacCl.

Fer ment aci on: _
No frenmenta ninguna de |as fuentes de carbono ensayadas.

Asimlaci 6n de fuentes de nitrogeno: Nitrato de potasio +
Hidrdlisis de urea: +

Reacci 6n al yodo:
I ndefinida, por la coloracidn que presenta el cultivo.

Crecimento a 37°C: -
Asim | aci 6n de fuentes de carbono:

gl ucosa gal actosa

+ - sacar osa + mal t osa +
| act osa + cel obi osa + mel obi osa - rafi nosa +
mel ezitosa + xilosa + ar abi nosa - ri bosa -
rammosa + et anol + glicerol - manosa +
eritritol - mani tol + sorbhitol + succi nato +

i nosi t ol

+
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Rhodot orul a rubra

Fecha de aislam ento: 0686
Lugar de aislamento: Pacifico Cccidenta

Crucero: CIB-CICIMAR 8605. Buque Cceanografico "El1 Puma".
Pr of undi dad de ai sl am ent o: 100 m

Mor f ol ogi a col oni al :

Después de 96 horas de incubacién a 25°Cc en placas de nedio
YPG | as col onias desarrollan una coloracion rosada, que con el
incremento del tienpo de incubacion se torna cada vez nas
intensa hasta |legar a una coloraci é6n sal ndn. Las col onias son
circul ares, con bordes enteros, brillantes, lisas, de

el evaci 0n convexa, de aspecto huamedo y textura nucoi de; mniden
de 2 a 3 nm de dianetro.

Mor f ol ogia cel ul ar: _ _
Después de 48 horas de incubacion, las células son ovoides y
se pueden presentar en pares o cadenas cortas.

Repr oducci 6n asexual :
Se reproducen por gemacion polar y en placas de Dal mau no
desarrollan mcelio ni pseudom celio.

Crecimento en nedio |iquido:
Después de 96 horas de incubacidn a tenperatura anbiente en
medio YPG liquido, esta cepa desarrolla un sedinmento color

salnbn y ocasionalnmente un anillo del msnmo color. No hay
formaci 6n de pelicul a.

Intervalo de tolerancia a la salinidad: de 0.0 a 25 % de NacCl.
Fer ment aci on: No frementa.

Asim | aci 6n de fuentes de nitrégeno: N trato de potasio -
Hidrolisis de urea: +

Reacci 6n al yodo: -

Crecimento a 37°C: -

Asinm | aci 6n de fuentes de carbono:

gl ucosa + gal actosa v sacar osa + mal t osa

| act osa - cel obi osa - nel obi osa - rafinosa +
nel ezitosa - xilosa + ar abi nosa + ri bosa +
ramosa - et anol glicerol v manosa -
eritritol -~ mani tol sorbitol - succi hato +

i nosi t ol -
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Debar yonyces hanseni i

Fecha de ai sl am ento: 0686
Lugar de aislamento: Pacifico Cccidental

Crucero: CIB-CICIMAR 8605. Buque Oceanogréafico "E1 Pum”
Prof undi dad de ai sl am ent o: 50 m

Mor f ol ogia col oni al :

Después de 96 horas de incubacio6n a 25°C en placas de nedio
YPG las colonias desarrollan una coloracion marfil. Las
colonias son circulares, con bordes enteros, brillantes, son
lisas, de elevacion convexa, de aspecto hunedo y textura
butirosa: mden de 2.5 mm de di anetro.

Mor f ol ogia cel ul ar:

Después de 48 horas de incubacion, las células son esféricas
y se pueden presentar en pares 0 rosetas.

Repr oducci 6n asexual :

Se reproducen por gemacion multilateral y en placas de Dal mau
se observa un pseudonicelio mas o nenos desarroll ado.

Crecimento en nedio |iquido:

Después de 96 horas de incubacion a tenperatura anbiente en
medio YPG l|iquido, esta cepa desarrolla un sedinmento crenoso,
pelicula y un anillo mas o nenos desarrol | ado.

Intervalo de tolerancia a la salinidad: de 0.0 a 25 % de NacCl.

Fer ment aci on:
No frenmenta ninguna de |las fuentes de carbono ensayadas.

Asinmi | aci 6n de fuentes de nitrégeno: N trato de potasio -
Hidrolisis de urea: -

Reacci 6n al yodo: -

Crecimento a 37°C: -

Asimlaci 6n de fuentes de carbono:

gl ucosa

+ gal actosa + sacar osa + mal t osa +
| act osa + cel obi osa + nmel obi osa - rafinosa +
nmel ezitosa + xilosa ar abi nosa + ri bosa -
ramosa + et anol + glicerol - manosa +
eritritol + mani t ol + sorbitol + succi nato +

i nosit ol -



