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RESUMEN 

 
Introducción 

Los organismos procariotas halófilos son capaces de prosperar en entornos con altas 

concentraciones de sal. Estos se pueden clasificar en dos categorías generales, estando por un 

lado aquellos que acumulan en el citoplasma iones inorgánicos para compensar la osmolaridad 

externa (principalmente arqueas y bacterias anaerobias), y los que acumulan solutos 

compatibles en el interior celular (Brown, 1990; Oren, 2002). Entre estos últimos se encuentra 

Chromohalobacter salexigens. Se trata de una bacteria halófila y halotolerante capaz de crecer 

en un amplio rango de concentraciones salinas. C. salexigens acumula como solutos compatibles 

mayoritarios ectoína e hidroxiectoína (Arahal et al., 2001). En las últimas décadas estas 

sustancias han cobrado un gran interés, lo que ha provocado la aparición de métodos 

biotecnológicos para su producción industrial, tales como el ordeñado bacteriano (Sauer y 

Galinski, 1998). Este interés se debe a las aplicaciones biomédicas, cosméticas y biotecnológicas 

de las ectoínas y a la dificultad de establecer un proceso de síntesis química asequible (Lippert y 

Galinski, 1992; da Costa et al., 1998; Lentzen y Schwarz, 2006).  

El conocimiento detallado del metabolismo celular es de vital importancia para el 

desarrollo de estrategias de mejora de cepas, mediante ingeniería genética y metabólica, que 

permitan diseñar procesos de producción biotecnológicos más eficientes. Actualmente, el 

conocimiento que se tiene del metabolismo de C. salexigens es parcial, basado principalmente 

en la información disponible en su anotación genómica (Ates et al., 2011; Copeland et al., 2011) 

y en resultados de diversos estudios ómicos (Salvador, 2014). Además de esto, es necesaria una 

aproximación experimental que ayude a complementar, corregir o apoyar esta información. Con 

todo esto se busca en última instancia un conocimiento global más profundo del metabolismo 

de C. salexigens, y con ello posiblemente ayudar a superar la carencia de un microorganismo 

modelo de metabolismo de la osmoadaptación, al modo de Escherichia coli como modelo de 

bacteria mesófila.  

Objetivos 

Los objetivos que motivaron esta Tesis Doctoral fueron la obtención de evidencias 

experimentales de los rasgos más importantes del metabolismo central y de ectoínas de C. 

salexigens, su relación con la osmoadaptación y el mantenimiento de la homeostasis celular, y 

la aplicación de este conocimiento a la optimización de las estrategias de cultivo para la 

producción de ectoínas. Estos objetivos se plantearon con la siguiente secuencia de objetivos 
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parciales: i) Esbozar de una imagen general de la red metabólica basándose en la información 

genética y metabólica disponible en las bases de datos, ii) aplicar de esta imagen en el diseño de 

trabajos experimentales con C. salexigens y obtener pruebas de las principales rutas metabólicas 

del carbono y el nitrógeno, iii) racionalizar el conocimiento obtenido en estos resultados y 

aplicarlos en la mejora de estrategias de cultivo para producción de ectoínas y iv) analizar e 

identificar las diferentes rutas de consumo de varias fuentes de carbono y analizar sus 

diferencias e implicaciones en relación con la osmoadaptación. 

Resultados y discusión 

En el Capítulo I de la Tesis se introduce el papel de las ectoínas dentro de los diferentes 

solutos compatibles empleados de forma natural por los organismos halófilos. Se expone el 

conocimiento que se tiene de sus rutas de síntesis y degradación en los microorganismos que 

las sintetizan y/o acumulan. Se enumeran las diferentes aplicaciones de interés industrial, 

biológico y médico que se han ido descubriendo, así como las que están en fase de desarrollo y 

se discuten los mecanismos fisicoquímicos de sus efectos sobre macromoléculas biológicas y 

células. Por último, se detalla el estado del arte en los métodos y estrategias de producción 

biotecnológica industrial de ectoínas, y las perspectivas de las nuevas estrategias de mejora de 

estos métodos.  

En el Capítulo III se aborda el primer estudio conjunto in silico y experimental del 

metabolismo central de C. salexigens. Del estudio de la información disponible en el momento 

en la anotación genómica de C. salexigens surge una imagen general de las posibles rutas de su 

metabolismo de carbono y central, y de síntesis de ectoínas (Figura III.3). Mediante la aplicación 

de diversas técnicas analíticas, como HPLC, RMN y espectrometría de masas se confirma un 

rasgo central del metabolismo de C. salexigens: la presencia de un metabolismo overflow a baja 

salinidad (excreción de piruvato y acetato), que conlleva una menor eficiencia en el consumo de 

la fuente de carbono y la síntesis de biomasa. Los estudios de rastreo de marcaje con glucosa 

marcada isotópicamente mediante 13C-RMN, junto con técnicas espectrofotométricas de 

medida de actividades enzimáticas completan la imagen general del metabolismo, arrojando 

dos resultados principales: i) C. salexigens carece aparentemente de la enzima Pfk, lo que le 

impide metabolizar la glucosa mediante la glucólisis, y emplea en su lugar la ruta de Entner-

Doudoroff (ED) como vía principal y ii) existe un alto nivel de anaplerosis y una rigidez en la 

distribución de flujos del metabolismo central que se mantiene independientemente del nivel 

de la demanda biosintética impuesta por la salinidad exterior. Esta rigidez puede ser una de las 

causas de la menor eficacia del metabolismo a baja salinidad y consecuencia de la necesidad 

primaria de osmoadaptación del microorganismo. Por su parte, la elección de la ruta de ED como 

ii 
 



vía principal para la metabolización de la glucosa junto con los altos niveles de anaplerosis, 

aparecen como posibles estrategias desarrolladas por C. salexigens para satisfacer la demanda 

biosintética en forma de NADPH que exige la síntesis de ectoínas.  

En el Capítulo IV se aborda el análisis de la interrelación entre el metabolismo del carbono 

y el del nitrógeno. Se comprueba cómo la proporción C/N en el medio de cultivo afecta a la 

eficiencia metabólica de C. salexigens, afectando especialmente al metabolismo overflow y al 

rendimiento de la síntesis de ectoínas. La información obtenida del estudio permite optimizar el 

diseño de las condiciones de cultivo (composición y modo de operación). Se analiza por primera 

vez el perfil metabólico de una cepa de C. salexigens deficiente en la síntesis de ectoínas (C. 

salexigens CHR62), y se ensayan diferentes fuentes de nitrógeno orgánicas en ambas cepas, 

CHR61 y CHR62, incluyendo la ectoína, que actúa como fuente de carbono y nitrógeno. 

Finalmente, se aplica el conocimiento obtenido para diseñar una estrategia de alimentación 

optimizada en cultivos “fed-batch” de C. salexigens. El análisis de los resultados revela tres 

hechos principales: i) una proporción alta de C/N produce una menor eficiencia metabólica en 

forma de mayor metabolismo overflow, mientras que la presencia de ectoína como fuente de 

carbono y nitrógeno en el medio reduce esta ineficiencia, ii) la eficacia en la síntesis de ectoínas 

es mayor cuando el medio es pobre en fuentes de C y N, y iii) los flujos relativos del metabolismo 

central, no se ven afectados por la composición del medio en términos de C y N, lo que vuelve a 

poner de manifiesto la rigidez del metabolismo central. Estos resultados apuntan a que C. 

salexigens ha evolucionado de forma que su metabolismo prioriza la adaptación por un lado al 

crecimiento en altas concentraciones de sal y a una disponibilidad de nutrientes limitada. 

En el Capítulo V, se aborda en mayor profundidad el estudio de las rutas de catabolización 

de la fuente de carbono, comparando dos de las más importantes, glucosa y fructosa. A partir 

de la información genómica se preveían dos rutas posibles para metabolismo de la fructosa: la 

ruta de Entner-Doudoroff y la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas. El crecimiento en fructosa 

resultó más eficiente que en glucosa, especialmente a bajas salinidades, donde no se observó 

metabolismo overflow, y se alcanzaron mayores niveles de biomasa. Los estudios de 13C-RMN 

confirmaron la contribución de ambas rutas en la síntesis de ectoínas, estimándose de un 85% 

para ED y un 15% para EMP, independientemente de la concentración de sal. Se confirmó la 

presencia de varias enzimas de ambas rutas mediante aplicación de las técnicas de 31P-RMN y 

RT-PCR. Estas técnicas también ayudaron a confirmar la carencia de actividad Pfk detectable. 

Además, se clonaron por primera vez genes de C. salexigens no relacionados con el metabolismo 

de las ectoínas en E. coli. Los genes de estas proteínas presentaron mayores niveles de expresión 

al crecer en fructosa que en glucosa. Se pudo confirmar mediante métodos 
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espectrofotométricos la actividad que se les atribuía a dos de estas proteínas: 1-

fosfofructoquinasa (1Pfk) a csal2647 y fructoquinasa (Frk) a csal0931, representantes de las 

rutas de EMP y ED, respectivamente, mientras que no se consiguió asignar una actividad a la 

enzima codificada por Csal0639. El resultado principal de esta capítulo fue la confirmación de 

que C. salexigens dispone de una ruta glucolítica para el crecimiento en fructosa. Esto hace al 

metabolismo en fructosa más eficiente, posiblemente debido a la diferencia en el rendimiento 

energético y redox de ambas rutas. El caso de C. salexigens es similar al de P. putida, que 

presenta un esquema similar para la metabolización de la fructosa. En ambas especies, la 

disponibilidad de más de una ruta para la metabolización de la fuente carbono, con diferentes 

rendimientos energéticos y redox, supone una ventaja importante para la adaptación a un 

entorno que exige una alta producción de cofactores reducidos.  

El conjunto de todos estos resultados indica que las condiciones ambientales imponen a 

C. salexigens dos limitaciones principales: por un lado una gran demanda biosintética para 

síntesis de solutos compatibles, a la que se ha adaptado mediante el desarrollo de una rigidez 

metabólica que sacrifica ciertos aspectos como la eficiencia del consumo de la fuente de 

carbono; por otro lado la probable escasez de nutrientes del medio, a la que la misma rigidez 

metabólica de C. salexigens parece suponer también una adaptación, ya que hace el 

metabolismo más eficiente en la producción de ectoínas cuando la disponibilidad de nutrientes 

es limitada.  

Para poder poner en contexto toda esta información es necesario conocer mejor el papel 

ecológico que juega C. salexigens en su medio natural, para evaluar hasta qué punto las 

limitaciones que suponen la rigidez metabólica, la carencia de glucólisis para metabolización de 

la glucosa, la rápida oxidación de la glucosa (aparentemente no regulada) y la presencia de 

overflow, son tales o han aparecido como adaptaciones que la hacen más competitiva en su 

hábitat, o que ayuden al mantenimiento del ecosistema del que forma parte.  

Además, también es necesaria la integración de estos resultados para el desarrollo de 

modelos del metabolismo de C. salexigens mediante técnicas de FBA o MFA que ayuden al 

diseño de cepas mejoradas por ingeniería metabólica, y a una comprensión más profunda de la 

interrelación entre las características descritas por los resultados.  

Conclusiones 

o La ruta empleada para la asimilación de la glucosa es la ruta de ED, mientras que la 

glucólisis no es funcional debido a la carencia de la enzima Pfk. Esta elección podría 

ser el resultado de una adaptación a la gran demanda biosintética de las ectoínas.  

o C. salexigens posee un metabolismo central del carbono rígido, reflejado por unas 

ratios de flujo del nodo del piruvato-acetil coenzima A-oxalacetato  que no varían con 
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la salinidad, ni con la proporción C/N en el medio de crecimiento. Esta rigidez hace el 

metabolismo menos eficiente en medios pobres en fuente de nitrógeno y con baja 

salinidad. 

o Las condiciones en las que el metabolismo es menos eficiente se reflejan en un menor 

crecimiento, y la aparición de metabolismo overflow (excreción de ácidos orgánicos). 

o C. salexigens metaboliza la fructosa mediante dos rutas alternativas, las rutas de ED y 

EMP. La primera de ellas es mayoritaria, debido a sus altas necesidades de cofactores 

reducidos. La disponibilidad adicional de la ruta de EMP hace al metalismo en fructosa 

más eficiente que en glucosa, lo que se traduce en ausencia de overflow en fructosa, 

y mayor síntesis de biomasa.  
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Capítulo I 

RESUMEN 

 

Los microorganismos producen y acumulan solutos compatibles con el objetivo de protegerse a 

sí mismos de presiones ambientales. Entre ellos, las ectoínas (muy extendidas en la naturaleza) 

están recibiendo una atención creciente por parte de la comunidad científica debido a sus 

múltiples aplicaciones. De hecho, el incremento de la demanda comercial ha llevado a la 

multiplicación de intentos de mejora de sus procesos de producción. En esta revisión, se analiza 

la importancia de las aplicaciones actuales y potenciales de las ectoínas como agentes protectores 

de macromoléculas, células y tejidos, así como su potencial como agentes terapéuticos en ciertas 

enfermedades, y se discuten las teorías actuales para la comprensión de las bases moleculares de 

su actividad biológica. Se describen los condicionantes genéticos, bioquímicos y ambientales de 

la biosíntesis de ectoínas mediante cepas productoras naturales y mejoradas. Se discuten las 

principales limitaciones de los bioprocesos empleados actualmente en la producción de ectoínas, 

haciendo énfasis en los diferentes microorganismos, ambientes, estrategias de ingeniaría 

molecular y de fermentación empleados para optimizar la producción y recuperación de las 

ectoínas. Se explica además cómo la aplicación combinada de estrategias de ingeniería metabólica 

y de bioprocesos permite una comprensión más profunda de los factores principales que 

controlan el proceso de producción. Para terminar, esta revisión aspira a recopilar y actualizar el 

estado del arte en usos y aplicaciones de las ectoínas y de la producción a partir de bacterias a 

escala industrial, haciendo énfasis en la importancia del diseño del reactor y las estrategias de 

operación, junto con los aspectos de ingeniería metabólica y la necesidad de retroalimentación 

entre los resultados in silico y experimentales para la optimización de la bioproducción. 
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Capítulo I 

INTRODUCCIÓN: LAS ECTOÍNAS COMO SOLUTOS COMPATIBLES 

Los microorganismos halófilos que viven en hábitats con una fuerza iónica alta se 

enfrentan al estrés hiperosmótico cambiando la composición de sus lípidos de membrana y 

regulando la concentración intracelular de solutos de bajo peso molecular. Como resultado de 

este último tipo de respuesta, las células son capaces de mantener un adecuado equilibrio 

osmótico en condiciones de estrés hipersalino, lo que resulta crítico para evitar que la célula 

pierda agua, y se produzcan una deshidratación y plasmólisis irreversibles y para generar una 

turgencia dentro de los límites necesarios para el crecimiento (Brown, 1990; Roesser y Müller, 

2001). Las células usan diferentes estrategias para la regulación de su osmolaridad interna. Una 

de ellas consiste en la acumulación de sales inorgánicas, principalmente KCl, para contrabalancear 

la salinidad externa. Esta estrategia es la adoptada por las haloarqueas halófilas extremas, 

bacterias aerobias halófilas moderadas del orden Haloanaerobiales y la bacteria halófila extrema 

Salinibacter ruber (Oren, 1999; Oren et al., 2002; Roberts, 2004). Dado que las enzimas y 

orgánulos de los organismos que aplican esta estrategia se ven obligados a trabajar en ambientes 

con una fuerza iónica alta, han evolucionado hasta desarrollar un número de grandes cambios 

para hacer posible la vida bajo estas condiciones extremas. El mayor de todos esos cambios 

adaptativos es que las enzimas de los organismos acumuladores de KCl son mucho más ácidas que 

las correspondientes proteínas ortólogas de organismos mesófilos (Lanyi, 1974; Dennis y 

Shimmin, 1997). Esta adaptación, sin embargo, no resulta útil para la colonización de hábitats de 

salinidad baja o moderada dado que siempre es necesaria una concentración intracelular de sal 

alta para que el plegamiento y la actividad de las enzimas sean los correctos. Otra estrategia, más 

versátil, es la acumulación de “solutos compatibles”, que son moléculas orgánicas sintetizadas en 

masa en el citoplasma, por lo general muy solubles, de bajo peso molecular, la mayor parte de 

ellas o bien sin carga o de naturaleza zwitteriónica. Estas moléculas proveen un equilibro osmótico 

sin interferir en los procesos normales del metabolismo, y dado que no tienen un gran efecto en 

la fuerza iónica, no se requiere una adaptación especial de los sistemas intracelulares (enzimas y 

orgánulos) (Brown, 1990; Oren, 1999). El nivel de acumulación de solutos compatibles lo 

determina la osmolaridad del entorno (Poolman y Glaasker, 1998). Tras un choque hipoosmótico, 

las células pueden reestablecer su equilibrio osmótico liberando los osmolitos a través de sistemas 

específicos de evacuación, que son canales mecanosensibles diferentes de los sistemas de 

captación (Morbach y Krämer, 2002). Así, esta estrategia capacita a los organismos para una 

rápida adaptación a un ambiente osmóticamente cambiante ajustando simplemente las reservas 

internas de solutos para contrarrestar la osmolaridad del ambiente. Por este motivo, esta 

estrategia de osmoadaptación está muy extendida en la naturaleza, no sólo en bacterias (Ventosa 
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et al., 1998) y algunas arqueas (Roesser y Müller, 2001), sino también en eucariotas, incluyendo 

células de hongos, de plantas y de animales (Yancey, 2005; Burg y Ferraris, 2008). 

Los solutos compatibles se distribuyen entre unas pocas clases estructurales como 

azúcares (trehalosa, sacarosa), polioles (glicerol, sorbitol, manitol, α-glucosilglicerol, 

manosilglicerol, y manosilgliceramida), diaminoácidos N-acetilados (como N-

acetilglutaminilglutamina), betaínas (como glicina betaína y derivados), aminoácidos (prolina, 

glutamato, glutamina y alanina) y derivados. El último grupo incluye las ectoínas (ectoína e 

hidroxiectoína). Se ha demostrado que la mayor parte de las bacterias utiliza una gama de 

diferentes solutos para alcanzar el equilibrio osmótico, dependiendo principalmente de la 

duración del estrés osmótico, el nivel de salinidad, la disponibilidad de sustratos y osmolitos en el 

entorno o la fuente de carbono usada en el medio de crecimiento (Roberts, 2005).  

 

Microorganismos productores de ectoínas, rutas biosintéticas y regulación 

La capacidad de sintetizar ectoínas está más extendida entre α- y γ-Proteobacteria y 

Actinobacteridae, aunque se ha observado también en un número menor de β-, δ- y ε-

Proteobacteria, Firmicutes y un Plantomycete (Tabla I.1).  

La ectoína puede considerarse un aminoácido heterocíclico o como un derivado 

parcialmente hidrogenado de la pirimidina (ácido 1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-

primimidincarboxílico) (Galinski et al., 1985) (Figura I.1). Fue descubierto en la bacteria halófila 

extrema y fotótrofa Halorhodospira halochloris (anteriormente Ectothiorhodospira halochloris) y 

caracterizada mediante espectroscopía de 13C-RMN, espectrometría de masas y espectroscopía 

infrarroja (Galinski et al., 1985). Esta bacteria es capaz de crecer en concentraciones de NaCl de 

hasta 5 M (Raymond y Sistrom, 1969), lo que hace la acumulación del soluto compatible 

obligatoria para la supervivencia. Los principales solutos compatibles producidos fueron 

glicinbetaína o trehalosa (dependiendo de la disponibilidad de nitrógeno), aunque también se 

sintetizaba ectoína en la fase exponencial de crecimiento. La ectoína es uno de los solutos 

compatibles más ampliamente extendidos entre los microorganismos halotolerantes y halófilos, 

desde las bacterias fotosintéticas del género Halorhodospira a bacterias quimioheterótrofas, 

incluyendo γ-proteobacterias de los géneros Halomonas, Chromohalobacter, Vibrio, 

Pseudomonas y Marinobacter (Roberts, 2005), actinobacterias, incluyendo miembros de los 

géneros Brevibacterium y Streptomyces, firmicutes, incluyendo varias especies del género Bacillus 

y de géneros estrechamente relacionados con éste, como Virgibacillus, Salibacillus o Halobacillus 
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(Malin y Lapidot, 1996; Kuhlmann y Bremer, 2002), y Marinococcus halophilus (Louis y Galinski, 

1997), entre otros acumuladores de ectoínas (Tabla I.1).  

La hidroxiectoína fue descubierta en el productor de actinomicina D Streptomyces 

parvulus (Inbar y Lapidot, 1988). Este soluto compatible es más común entre bacterias 

halotolerantes/halófilas Gram positivas, incluyendo Nocardiopsis sp., Streptomyces griseolus, 

Brevibacterium linens o M. halophilus (Severin et al., 1992; Frings et al., 1995), pero a menudo se 

sintetiza junto con ectoína en menores cantidades en muchas otras especies productoras de 

ectoínas (Tabla I.1). A pesar de ser químicamente casi idéntica a la ectoína, la hidroxiectoína 

parece conferir propiedades protectoras adicionales, derivadas de su naturaleza hidroxilada. Así, 

mientras que la principal función de la ectoína es servir como osmoprotector, la hidroxiectoína 

parece además jugar un papel importante en la protección frente al estrés por calor. Por ejemplo, 

Halomonas elongata, Chromohalobacter salexigens y Streptomyces griseus acumulan 

hidroxiectoína en respuesta a una subida de temperatura, y un mutante de C. salexigens privado 

de la principal ectoína hidroxilasa (la enzima que transforma ectoína en hidroxiectoína) es 

termosensible, lo que supone una prueba de que la hidroxiectoína funciona como termoprotector 

in vivo (Wohlfarth et al., 1990; Malin y Lapidot, 1996; García-Estepa, Argandoña, et al., 2006). Esta 

propiedad favoreció la emergencia de procesos industriales centrados específicamente en la 

producción de hidroxiectoína (Frings et al., 1995; Schiraldi et al., 2006).  

La ruta biosintética de las ectoínas fue estudiada y establecida desde el punto de vista 

bioquímico en H. halochloris, H. elongata DSM 2581 (Peters y Galinski, 1990) y H. elongata DSM 

3043 (Cánovas et al., 1998). Esta última cepa, junto con H. elongata ATCC 33174, fueron 

reclasificadas en el género Chromohalobacter, como la nueva especie C. salexigens DSM 3043 y 

ATCC 33174 (Arahal et al., 2001). Por claridad, todas ellas serán referidas como C. salexigens a lo 

largo de esta revisión, con el fin de diferenciarlas del resto de cepas de H. elongata, que no fueron 

reclasificadas. La ruta biosintética de las ectoínas comienza con la fosforilación de L-aspartato y 

comparte los primeros dos pasos enzimáticos con la biosíntesis de aminoácidos de la familia del 

aspartato: la conversión del L-aspartato en L-aspartilfosfato por la aspartato quinasa (Ask), y la 

síntesis de L-aspartato--semialdehído a partir de L-aspartilfosfato, catalizado por la L-aspartato-

-semialdehído deshidrogenasa (Asd). A partir de este intermediario general, la ruta específica de 

la biosíntesis de ectoínas tiene lugar en tres pasos. Primero, el L-aspartato-β-semialdehído se 

convierte en ácido L-diamonibutírico (por acción de la enzima ácido L-diaminobutírico 

transaminasa, EctB o ThpB), y posteriormente se acetila a ácido N-g-acetildiamoniobutírico 

(NADA) por acción de la enzima ácido L-diamonibutírico acetil transferasa (EctA o ThpA). 

Finalmente, la condensación cíclica del NADA lleva a la formación de ectoína a través de la 
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actividad de la enzima ectoína sintasa (EctC o ThpC) (Figura I.2). La principal ruta de síntesis de 

hidroxiectoína implica la hidroxilación de la ectoína por la ectoína hidroxilasa (EctD o ThpD), que 

ha sido caracterizada en C. salexigens y Streptomyces chrysomallus (Grammel, 2000; García-

Estepa, Argandoña, et al., 2006) (Figura I.2).  

Además, se ha propuesto una ruta secundaria para la síntesis de hidroxiectoína en C. 

salexigens sin la implicación de la ectoína, partiendo del precursor de ectoína NADA (Figura I.2). 

Sin embargo, la(s) primera(s),  enzima(s) para esta ruta alternativa parece tener muy poca afinidad 

por el NADA, ya que un mutante ectC, afectado en el gen codificante de ectoína sintasa, acumula 

grandes cantidades del precursor de la ectoína. Este hecho sugiere que o bien la(s) enzima(s) de 

la ruta alternativa para síntesis de hidroxiectoína hidroxilan NADA de forma inespecífica, o que la 

ruta alternativa funciona bajo condiciones ambientales diferentes a las ensayadas hasta ahora 

(Cánovas et al., 1999).  

Se han identificado genes que codifican las enzimas para la síntesis de ectoínas en 50 

genomas bacterianos y en una arquea, Nitrosopumilus maritimus (Lo et al., 2009). En estos 

organismos, los genes ectABC se organizan generalmente en forma de operón, pero existen raras 

excepciones (hasta el momento) reseñables. Por ejemplo, la γ-proteobacteria Nitrosococcus 

oceani porta ectABD y ectCask (donde ask codifica para aspartato quinasa) en dos unidades 

transcripcionales separadas. La α-proteobacteria Marinobacter aquaeolei es una excepción, 

llevando ectABask en una unidad transcripcional, tres copias de ectC y dos copias de ectD, todas 

repartidas a lo largo del cromosoma. La redundancia de ectD ocurre también en la γ-

proteobacteria C. salexigens, que porta dos copias funcionales de ectD (Vargas et al., 2008). En un 

subgrupo de α-, β- y γ-Proteobacteria existe un gen que codifica para un supuesto regulador 

transcripcional (ectR), aguas arriba de ectA, que se transcribe en la misma dirección que ectABC 

en β-Proteobacteria, y en la dirección opuesta en α- y γ-Proteobacteria (Lo et al., 2009). En α-, β-

Proteobacteria, Actinobacteridae, un subgrupo de Firmicutes y en N. maritimus, el gen ectD sigue 

a los genes ectABC como parte del mismo operón. Esta organización también puede encontrarse 

en algunas γ-proteobacterias, pero en cierto número de miembros de esta subdivisión, incluyendo 

C. salexigens, ectD aparece distante del operón ectABC. Finalmente, en α-Proteobacteria y 

algunos miembros de γ- y δ-Proteobacteria, el gen ask se sitúa inmediatamente aguas abajo del 

operón ectABC(D), con el que se contranscribe. La posición en el cromosoma del gen ask sugiere 

que podría regularse transcripcionalmente junto con los genes ectABC(D) (Lo et al., 2009).   
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Tabla I.1. Productores microbianos de ectoínas: cepas y condiciones.  

Microorganismo Solutos Compatibles Concentración de sal Fuente de carbono Referencia 
Actinobacterias 
Brevibacterium epidermis DSM 20659 Ectoína 1 M (0 M para el choque 

hipoosmótico) 
Glutamato monosódico + extracto 
de levadura 

(Onraedt et al., 2005) 

Brevibacterium linens Ectoína 1 M L-glutamato (la síntesis de novo 
fue la forma de producción 
principal) 

(Bernard y Jebbar, 1992) 

Brevibacterium sp. JCM 6894 Ectoína 2 M (choque hiperosmótico) Glucosa + extracto de levadura + 
polipeptona 

(Nagata y Wang, 2001) 

Kocuria varians CCM3316 Ectoína, betaína, trehalosa, 
hidroxiectoína 

1,71 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992) 

Nesterenkonia halobia DSM 20541T Ectoína, betaína, trehalosa, 
hidroxiectoína 

1,71 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992) 

Nocardiopsis sp. A5-1 
 

Ectoína, hidroxiectoína, 
trehalosa 

1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 

Streptomyces coelicolor A3 (2) Ectoína, hidroxiectoína 0,5 M Glucosa (Bursy et al., 2008) 
Streptomyces griseolus DSM 40067T 

 
Hidroxiectoína, betaína, 
trehalosa 

0,86 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992) 

Firmicutes 
Bacillus alcalophilus DSM 485T Ectoína, glutamato 1 M Glucosa + sesquicarbonato de Na + 

aminoácidos y vitaminas 
(Kuhlmann y Bremer, 
2002) 

Bacillus agaradhaerens DSM 8721T Glutamato, ectoína, β-
glutamato 

1,3 M Glucosa (Bursy et al., 2007) 

Bacillus clarkii DSM 8720T Glutamato, ectoína, 
hidroxiectoína, β-glutamato 

1,8 M Glucosa (Bursy et al., 2007) 

Bacillus halodurans DSM 497T Glutamato, ectoína, β-
glutamato 

1,6 M Glucosa (Bursy et al., 2007) 

Bacillus mojavensis DSM9205T Glutamato, prolina, ectoína 1,5 M Glucosa (Bursy et al., 2007) 
Bacillus pseudoalcaliphilus DSM 8725T Glutamato, ectoína 1 M Glucosa + sesquicarbonato de Na (Bursy et al., 2007) 
Bacillus pseudofirmus DSM 8715T Glutamato, prolina, ectoína, 

alanina 
1,6 M Glucosa (Bursy et al., 2007) 

     
Gracilibacillus halotolerans DSM 11805T Glutamato, ectoína, 

hidroxiectoína 
2 M Glucosa (Bursy et al., 2007) 

 



 

Microorganismo Solutos compatibles0 Concentración de sal Fuente de carbono Referencia 

Firmicutes     
Halobacillus halophilus DSMZ 2266T Ectoína, prolina, glutamato, 

glutamina 
Gradiente ascendente 0,4-3 M Glucosa + vitaminas (Saum y Müller, 2008) 

Halobacillus trueperi DSM 10404T Glutamato, ectoína, 
hidroxiectoína, N-ε-acetil lisina 

2,5 M Glucosa + vitaminas + elementos 
traza + aminoácidos 

(Bursy et al., 2007) 

Marinococcus halophilus DSM 20408T Ectoína, hidroxiectoína 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
Marinococcus sp. M52 Hidroxiectoína 1,54 M Peptona de pescado (Schiraldi et al., 2006) 
 Hidroxiectoína, ectoína 1,54 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
 Hidroxiectoína, ectoína, 

glutamato 
1,71 M Glucosa + peptone de pescado (Frings et al., 1995) 

Salimicrobium albus DSM 20748T Ectoína, alanina, hidroxiectoína 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
Sporosarcina pasteurii DSM 33T Ectoína, glutamato 0,68 M (sacarosa) Glucosa + urea + aminoácids y 

vitaminas 
(Kuhlmann y Bremer, 
2002) 

Sporosarcina psycrophila DSM 3T Ectoína, glutamato 1 M Glucosa + aminoácidos y vitaminas (Kuhlmann y Bremer, 
2002) 

Virgibacillus marismortui DSM 12325 T Glutamato, ectoína, 
hidroxiectoína 

1,8 M Glucosa (Bursy et al., 2008) 

Virgibacillus pantothenticus DMS 26 Ectoína, glutamato, 
hidroxiectoína 

1 M Glucosa + aminoácidos y vitaminas (Kuhlmann y Bremer, 
2002) 

Virgibacillus salexigens DSM 11438 Ectoína, glutamato 3,4 M Glucosa + aminoácidos y vitaminas (Kuhlmann y Bremer, 
2002) 

Proteobacterias  
α-Proteobacterias 
Rhodovibrio salinarum BN 40 Betaína, ectoína 3,42 Medio fotótrofo (Severin et al., 1992) 
Rhodovibrio sulfidophilum DSM 1374 T Ectoína 1,71 M Medio fotótrofo (Severin et al., 1992) 
γ-Proteobacterias  
Chromohalobacter marismortui ATCC 17056 Ectoína, betaína 1,71 M Extracto de levaduras (Severin et al., 1992) 
Chromohalobacter salexigens DSM 3043T Ectoína, hidroxiectoína, 

glutamato, glutamine 
3 M Glucosa (Canovas et al., 1997) 

 Ectoína, hidroxiectoína, 
glutamato, trehalosa, NADA 

2,5 M Glucosa (García-Estepa, Cánovas, 
et al., 2006) 

Halomonas boliviensis DSM 15516T Ectoína, hidroxiectoína 2,58 M Glucosa + glutamato (Guzmán et al., 2009) 
Halomonas campisalis ATCC 700597 Ectoína, hidroxiectoína, glicina 

betaína 
Gradiente ascendente 0-3 M Glucosa + extracto de levadura + 

elementos traza 
(Aston y Peyton, 2007) 

 
 



 

Microorganismo Solutos compatibles Concentración de sal Fuente de carbono Referencia 

Proteobacterias     
γ-Proteobacterias     
Halomonas campisalis ATCC 700597 Ectoína, hidroxiectoína, glicina 

betaína 
Gradiente ascendente 0-3 M Glucosa + nitrato de Na + elementos 

traza 
(Aston y Peyton, 2007) 

Halomonas elongata ATCC 33173T Ectoína, glutamato, glicina betaína, 
alanina, hidroxiectoína 

1,3-1,7-4,3 M Glucosa (Wohlfarth et al., 1990) 

 Ectoína, hidroxiectoína 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
 Ectoína  Glucosa (Peters y Galinski, 1990) 
 Ectoína, trehalosa, betaína Gradiente ascendente 0,51-4,28 M Glucosa (Maskow y Babel, 2001) 
Halomonas elongata DSM 142 Ectoína, glutamato, alanina, NADA, 

hidroxiectoína 
2,56 M (medio del cultivo) 

0 M (medio hipoosmótico) 
Glucosa (Sauer y Galinski, 1998) 

Halomonas elongata K63 Ectoína, alanina, NADA, 
hidroxiectoína 

2,56 M Glucosa (Ono et al., 1998) 

Halomonas halophila CCM 2833 T Ectoína, glutamato, alanina 1,71 M Glucosa (Wohlfarth et al., 1990) 
 Ectoína, hidroxiectoína 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
Halomonas halophila CCM 3662 T Ectoína, glutamato 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
Halomonas halodenitrificans DSM 735 T Ectoína 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
Halomonas variabilis DSM 3051 T Hidroxiectoína, betaína, ectoína, 

trehalosa 
1,71 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992) 

Halorhodospira abdelmalekii DSM 2110 T Betaína, ectoína, trehalosa 3,42 M Medio fotótrofo (Wohlfarth et al., 1990) 
Halorhodospira halochloris DSM 1059 T Ectoína  Acetato, bicarbonato (crecimiento 

fotótrofo) 
(Peters y Galinski, 1990) 

 Betaína, ectoína, trehalosa 3,42 M Medio fotótrofo (Wohlfarth et al., 1990) 
Halorhodospira halophila DSM 244 T Betaína, ectoína, trehalosa 3,42 M Medio fotótrofo (Wohlfarth et al., 1990) 
Marinobacter hydrocarbonocalsticus  Ectoína, betaína, glutamato, β-

glutamato 
1,5 M Eicosano (única fuente de carbono) (Fernandez-Linares et al., 

1996) 
Pantoea aglomerans CPA-2 Ectoína, glicina betaína 1,2 M Sacarosa + extracto de levadura (Cañamás et al., 2007) 
Pseudomonas halophila DSM 3050 T Betaína, hidroxiectoína, ectoína 1,71 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992) 
Pseudomonas halosaccharolytica CCM 2851 Ectoína, alanina, hidroxiectoína 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
Thioalkalibacter halophilus DSMZ 19224 Ectoína, glicina betaína 3 M Glucosa (Banciu et al., 2008) 
Vibrio alginolyticus DSM 2171 T Ectoína, alanina 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992) 
Vibrio cholerae O139 cepa MO10 Ectoína 0,5M Mezcla de aminoácidos (Pflughoeft et al., 2003) 
Vibrio costicola CCM 2811 Ectoína, betaína 1,71 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992) 
Vibrio fischeri DSM 507 Ectoína, glutamato, betaína 0,86 M Complejo (Schmitz y Galinski, 1996) 
Vibrio fischeri DSM 7151 Glutamato, ectoína, betaína 0,86 M Complejo (Schmitz y Galinski, 1996) 
Vibrio harveyi DSM 2165 Ectoína, GABA, glutamato, alanina 0,86 M Glicerol (Schmitz y Galinski, 1996) 
Vibrio harveyi DSM 6904 Ectoína, glutamato 0,86 M Glicerol (Schmitz y Galinski, 1996) 
Vibrio parahaemolyticus RIMD2210633 Ectoína 1 M Mezcla de aminoácidos (Naughton et al., 2009) 
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Con frecuencia, los organismos cuentan con dos o más isoenzimas para la síntesis de 

aspartil fosfato, cuya regulación alostérica sugiere que tienen diferentes funciones en la síntesis 

de varios productos derivados del aspartato (treonina, metionina, lisina y ectoína). Sin embargo, 

C. salexigens es atípica, teniendo una única aspartato quinasa, que además no se encuentra 

próxima al operón ectABC en este organismo. No se ha estudiado el control de la aspartato 

quinasa en C. salexigens, pero, dado que esta enzima cataliza la primera reacción de una ruta de 

síntesis de múltiples precursores biosintéticos además de ectoína, sería tan importante como 

interesante la elucidación de su control transcripcional y alostérico en este y otros organismos 

productores de ectoínas. La treonina inhibe el crecimiento de C. salexigens DSM 3043 en medio 

mínimo con glucosa, hecho que concuerda con la posibilidad de que este aminoácido fuera un 

retro inhibidor alostérico de la aspartato quinasa, aunque esta inhibición no revirtió en 

presencia en el medio de lisina y/o metionina o glicina betaína (que podrían suplantar a la 

ectoína como solutos compatibles) (K. O’Connor y L. Csonka, datos no publicados). Si la única 

aspartato quinasa de C. salexigens está sujeta a regulación alostérica por su(s) producto(s) 

bionsintético(s) final(es), podría incrementarse la producción de ectoínas mediante la 

superproducción de una forma mutante de esta enzima, que fuera insensible a la inhibición 

alostérica.  

Figura I.1. Estructura química de las ectoínas. 

 

El conocimiento de la regulación de la síntesis de ectoína es importante si se quieren 

generar cepas modificadas para la mejora de la producción de ectoínas para un posible uso 

industrial futuro. En bacterias Gram negativas, la mayor parte de los estudios de regulación se 

han llevado a cabo en C. salexigens (Figura I.3). Por otro lado, los datos fisiológicos indican que 

los niveles de ectoína e hidroxiectoína son máximos durante la fase estacionaria y que la 

acumulación de ectoína aumenta con la salinidad, mientras que la acumulación de 

hidroxiectoína aumenta tanto con la salinidad como con la temperatura (García-Estepa, 

Argandoña, et al., 2006). Esta regulación tiene lugar, al menos en parte, a nivel transcripcional. 

Ensayos de protección con S1 y fusiones transcripcionales con el gen marcador lacZ demostraron 

que los genes de síntesis de ectoínas (ectABC) pueden expresarse a partir de dos regiones 

Ectoína Hidroxiectoína
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promotoras diferentes. Una se localiza en aguas arriba de ectA y se compone de cuatro 

supuestos promotores (PectA1-4) y la segunda es un promotor interno localizado en aguas arriba 

de ectB (PectB). La expresión de las fusiones transcripcionales PectA-lacZ y PectB-lacZ es máxima 

durante la fase estacionaria (en concordancia con los datos fisiológicos), pero también se 

transcriben a niveles reducidos en baja salinidad, sugiriendo que ectABC puede ser parcialmente 

constitutivo. La expresión de PectA está osmorregulada (expresión heteróloga en E. coli), y los 

ensayos de protección con S1 indican que PectA1, PectA3 y PectA4 son los promotores 

osmorregulados en la región PectA. La expresión de PectA y especialmente la de PectB se induce 

al crecer a altas temperaturas, y se reprime en presencia de osmoprotectores (betaína y 

ectoína), del inhibidor de la ADN girasa, ácido nalidíxico, y en presencia de un exceso de hierro 

(este último sólo en el caso de PectA) (Calderón et al., 2004). En conjunto estos datos sugieren 

que la transcripción de los genes de síntesis de ectoínas implica múltiples promotores que 

permiten la regulación del sistema en respuesta a un número de factores ambientales, que 

incluyen salinidad, temperatura, osmoprotectores externos y hierro. Para asegurar una 

expresión adecuada en respuesta un entorno cambiante, es necesaria la participación de un 

número de factores de transcripción pertenecientes a diferentes rutas de regulación. El análisis 

in silico de las secuencias en las regiones -10 y -35 aguas arriba de ectA, ectB y ectD mostraron 

que PectA1 y PectA2 se solapan con posibles sitios de unión del principal factor vegetativo σ70 

(Calderón et al., 2004) y el regulador de la homeostasis del hierro Fur (Argandoña et al., 2010), 

mientras que PectA3 es similar a los promotores dependientes de σS y PectB podría ser 

reconocido por el factor de estrés térmico σ32 (Calderón et al., 2004). 
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Figura I.2. Ruta de síntesis de ectoínas en C. salexigens.  
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Aunque la inducción por temperatura de la expresión de PectA y PectB sugería 

inicialmente que, además de la osmoprotección, la ectoína podría tener un papel fisiológico en 

la termoprotección de C. salexigens (Calderón et al., 2004), los niveles de ectoína no aumentan 

en respuesta a la temperatura (García-Estepa, Argandoña, et al., 2006). Una explicación para 

este hecho es que a altas temperaturas C. salexigens transforma rápidamente la ectoína en 

hidroxiectoína, reduciendo con ello los niveles de ectoína. Esto es compatible con la inducción a 

alta temperatura de los genes de síntesis de ectoínas, dado que la ectoína es el precursor de la 

hidroxiectoína. Las células de C. salexigens  que crecen en presencia de betaína no acumulan 

ectoína en ninguna de las salinidades probadas (Calderón et al., 2004), en consonancia con la 

asunción general de que el trasporte de solutos compatibles está priorizada frente a su síntesis, 

debido a que esta última es menos favorable energéticamente (Oren, 1999). Dado que la betaína 

reprime sólo parcialmente la expresión de PectA y PectB, es posible inferir la existencia de un 

mecanismo de control post transcripcional que podría operar a nivel de actividad enzimática. 

Sin embargo, no pueden descartarse otros mecanismos alternativos como un aumento del flujo 

de ectoínas al exterior celular en presencia de betaína.  

 

Figura I.3. Acumulación de ectoínas en C. salexigens y mecanismos de regulación transcripcional. 
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En bacterias Gram positivas, la regulación de la síntesis de ectoínas se ha abordado en 

Salibacillus pasteurii (Kuhlmann y Bremer, 2002) y en M. halophilus (Louis y Galinski, 1997; 

Bestvater y Galinski, 2002). Análisis de extensión del cebador mostraron que los genes ectABC 

de Salibacillus pasteurii se expresan desde un único promotor cuyas secuencias -10 y -35 se 

asemejan a las secuencias consenso de promotores reconocidos por el principal factor sigma 

vegetativo σA (ortólogo de σ70 de Gram negativas). Sin embargo, en M. halophilus, el análisis 

asistido por ordenador del ADN aguas arriba de ectABC reveló la presencia de un posible sitio de 

unión para σB (ortólogo de σS de Gram negativas), como el mejor candidato para la regulación 

de la transcripción en este organismo (Louis y Galinski, 1997; Bestvater y Galinski, 2002). 

Curiosamente, una fusión transcripcional de esta región promotora (denominada como ectUp) 

con el gen marcador gfp no sólo se expresó sino que además se indujo por estrés osmótico en 

E. coli (Louis y Galinski, 1997; Bestvater y Galinski, 2002). Esto podría explicarse por la presencia 

de secuencias en esta región promotora que fueran reconocidas por los factores sigma σ70  o σS. 

Así como σS en bacterias Gram negativas, σB controla la respuesta general de estrés en bacterias 

Gram positivas, y es en parte responsable del control transcripcional de algunos genes 

osmorregulados, como opuE y opuD de Bacillus subtilis, los cuales codifican para los sistemas de 

incorporación de prolina y glicina betaína, respectivamente (Bremer, 2000).  Hasta la fecha, la 

implicación de σA y/o σB en el control de la síntesis de ectoína en cualquiera de estos dos 

microorganismos del tipo Bacillus no ha sido demostrada experimentalmente.  

El transporte de ectoína y su regulación han sido extensamente estudiados por HJ Kunte 

y colaboradores en la Gram negativa H. elongata DSM 2581 y la Gram positiva M. halophilus (ver 

la revisión Kunte (Kunte, 2006). Estos autores hallaron una unidad transcripcional en H. elongata 

que contenía tres genes, teaABC, que resultaron esenciales para la incorporación de ectoína 

(Grammann et al., 2002). Análisis in silico predijeron la pertenencia de TeaABC a la familia de los 

transportadores TRAP, consistente en dos posibles proteínas transmembrana (TeaB y TeaC) y 

una proteína periplásmica de unión a ectoína (TeaA) (Grammann et al., 2002; Tetsch y Kunte, 

2002). En el genoma de C. salexigens se encuentran ortólogos de teaABC de H. elongata, pero 

organizados de una forma distinta (tea en una hebra, seguido de teaBC en la hebra opuesta). 

Existen evidencias experimentales de que este sistema es el principal responsable de la 

asimilación de ectoínas en C. salexigens (J. Rodríguez-Moya y C. Vargas, datos no publicados). 

Por otro lado, se previó que el principal transportador de ectoína de M. halophilus fuera una 

proteína de 525 residuos,  hidrofóbica y osmorregulada. Además compartía un grado de 

identidad significativo con transportadores de betaína-colina-carnitina (BCCTs). Se apuntó a que 

esta proteína tendría una gran afinidad por la ectoína (Vermeulen y Kunte, 2004).  
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Las ectoínas como fuente de carbono y energía 

Además de su protección contra el estrés, una función secundaria importante de los 

solutos compatibles es servir como fuentes de carbono, energía o nitrógeno, ya sea como 

reservas intracelulares o como fuentes externas disponibles para otros organismos mediante la 

liberación al entorno tras la muerte o tras un choque hipoosmótico de las cepas productoras. 

Carbohidratos tales como el glicerol, glucosilglicerol, trehalosa, sacarosa y aminoácidos como 

prolina, glutamato y alanina, los cuales son solutos compatibles comunes en una amplia gama 

de bacterias Gram positivas y Gram negativas, actinomicetos y micro algas, pueden ser usados 

como fuentes de carbono, nitrógeno y energía por una amplia variedad de microorganismos 

heterótrofos y fotótrofos (Welsh, 2000). En cambio, el catabolismo de las ectoínas (ectoína e 

hidroxiectoína) resulta bastante más infrecuente. Así, la especie halotolerante Sporosarcina 

pasteurii sintetiza y acumula ectoína pero no puede degradarla (Kuhlmann y Bremer, 2002). De 

forma similar, E. coli puede usar la ectoína como osmoprotector y la hidroxiectoína como osmo- 

y termoprotector tomándolas del medio, pero no las puede catabolizar como fuente de carbono 

o nitrógeno (Jebbar et al., 1992; Malin y Lapidot, 1996).  

Existen, sin embargo, algunas bacterias capaces de usar ectoínas con un fin catabólico. 

De esta forma, Sinorhizobium meliloti metaboliza ectoína preferentemente en lugar de 

acumularla, bajo condiciones de alta osmolaridad, en las que se estimula la síntesis de solutos 

compatibles endógenos (Talibart et al., 1994). H. halochloris, la bacteria fotótrofa del azufre en 

la que se descubrió la ectoína, puede degradar sus reservas internas de ectoína durante la 

privación de nitrógeno y sustituirla por trehalosa, liberando así nitrógeno para el crecimiento 

celular (Galinski y Herzog, 1990). Además,  Manzanera et al. (Manzanera et al., 2002) mostraron 

que Pseudomonas putida es capaz de incorporar y degradar hidroxiectoína con fines catabólicos, 

pero no se investigó un proceso similar para la ectoína.  

Las rutas encargadas de la degradación de las ectoínas son aún desconocidas. La 

identificación por Jebbar et al., (Jebbar et al., 2005)de un operón implicado en la incorporación 

y catabolismo de ectoína en S. meliloti (ehuABCD-eutABCD) supuso un paso importante en la 

elucidación de estas rutas. Basándose en homologías de secuencia, se halló que eutABCDE 

codifica para proteínas con posibles funciones en el metabolismo de ectoínas. Además, el 

análisis de las propiedades del mutante eutA demostró de forma inequívoca que al menos 

algunos de los genes eut están implicados en la degradación de ectoína por S. meliloti. Aun así, 

el catabolismo de ectoína en el mutante no desapareció completamente, sugiriendo que S. 

meliloti cuenta con otros genes que codifiquen para enzimas degradadoras de ectoína.  
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C. salexigens emplea las ectoínas como fuente de carbono exclusivamente al crecer en 

condiciones de osmolaridad óptimas (Vargas et al., 2006). En consonancia con esto, el 

transporte de ectoína fue máximo en la concentración óptima de sal. En este microorganismo, 

la metabolización de la ectoína sólo fue parcialmente inhibida por glucosa, indicando la 

existencia de al menos dos sistemas implicados en el catabolismo de ectoínas en C. salexigens. 

Esta situación podría ser similar a la hallada en S. meliloti, donde además de EutABCDE, hay 

pruebas de al menos otra ruta degradadora de ectoínas. En el borrador de la secuencia del 

genoma de C. salexigens (disponible en http://genome.jgi-psf.org/mic_home.html) se ha 

encontrado un grupo de 11 genes, orientados todos en la misma dirección, que podrían codificar 

para ortólogos de EutB, EutC, EutD y EutE (“valores E” en BLASTP 

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST] que van desde 3e-72 a e-140). Sin embargo, no se 

encontró una correspondencia estadísticamente significativa con EutA, y los genes eutBCDE 

estaban organizados de forma distinta y separados del sistema de transporte ehu encontrado 

en S. meliloti (C. Vargas, resultados no publicados).  

 

IMPORTANCIA Y USOS DE LAS ECTOÍNAS 

Protección de macromoléculas 

Un papel adicional de los solutos compatibles en general, es que éstos pueden paliar los 

efectos nocivos del estrés por calor, congelación, desecación, alta salinidad, radicales de 

oxígeno, radiación, urea y otros agentes desnaturalizantes en la integridad de las proteínas, 

ácidos nucleicos, biomembranas e incluso células completas (da Costa et al., 1998; Lentzen y 

Schwarz, 2006). Entre los distintos solutos compatibles investigados hasta el momento, las 

ectoínas han demostrado contar con las propiedades protectoras más potentes (Lippert y 

Galinski, 1992).  

Efectos sobre la estabilidad enzimática. Las propiedades estabilizadoras de las ectoínas 

se han ensayado en numerosos procesos enzimáticos (Tabla I.2). Los aspectos termodinámicos 

de la estabilización proteica de la hidroxiectoína se estudiaron empleando calorimetría 

diferencial de barrido y ribonucleasa A (Knapp et al., 1999). La estabilización significativa de la 

ARNasa A por hidroxiectoína hace de ésta un estabilizador interesante en procesos 

biotecnológicos en los que las enzimas se emplean en presencia de agentes desnaturalizantes a 

altas temperaturas (Knapp et al., 1999). La hidroxiectoína es capaz además de proteger a la 

lactato deshidrogenasa (LDH) de la oxidación catalizada por metal y de la oxidación por peróxido 
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(Andersson et al., 2000), indicando que la protección es independiente de la fuente del daño 

oxidativo.  

Tanto LDH como fosfofructoquinasa son muy susceptibles a la pérdida de actividad por 

tratamientos de congelación-descongelación, calor, y liofilización. Sin embargo, las actividades 

de ambas enzimas fueron preservadas por las ectoínas al someterlas a estos tratamientos 

(Lippert y Galinski, 1992). Al observarse los cambios estructurales de LDH en condiciones de 

congelación-descongelación y tratamiento con urea, y la protección de la enzima por ectoínas, 

se propuso que éstas podrían conducir a una conformación más compacta de la enzima, 

modulando las propiedades del disolvente (Göller y Galinski, 1999), lo que apoya la hipótesis de 

la “exclusión preferencial de solutos de la superficie proteica” (Arakawa y Timasheff, 1985)(ver 

Sección “Capacidad protectora de las ectoínas). 

El polímero cianoficina es una reserva material de nitrógeno y energía de interés 

biotecnológico (Joentgen et al., 2001) debido a que el ácido oligoarginil poliaspártico obtenido 

de su degradación puede emplearse como sustituto biodegradable en varios procesos y 

productos industriales (Schwamborn, 1998). La ectoína se ha empleado en la estabilización de 

una nueva cianoficina sintetasa heteróloga para producción in vitro de cianoficina y poliamida a 

escala industrial (Hai et al., 2002). La actividad de la fitasa, una fosfomonoesterasa que hidroliza 

fitato y libera fosfato inorgánico durante la granulación de piensos (Stahl et al., 2000; Keshavarz, 

2000), decrece con frecuencia debido a las altas temperaturas alcanzadas durante el proceso 

(Ullah, 1988). Resulta interesante la estabilización de la capacidad catalítica de la fitasa a alta 

temperatura que proporciona la ectoína, exhibiendo un aumento actividad de hasta siete veces, 

si la comparamos con la actividad en ausencia de ectoína a alta temperatura (Zhang et al., 2006).  

Efectos sobre la estructura del ADN. Se ha demostrado que las ectoínas inducen cambios 

en la estructura del ADN tales que muchas endonucleasas de restricción no son capaces de 

romperlo (Malin et al., 1999) (Tabla I.2). De esta forma, la adición de solutos compatibles 

durante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) puede cambiar la conformación del ADN 

influyendo en la hibridación del cebador y la unión de la polimerasa. Se confirmó que la ectoína 

aumenta la estabilidad térmica de las ADN polimerasas a temperaturas elevadas y disminuye la 

temperatura de fusión de la doble hebra de ADN (Lapidot et al., 1995). Este segundo efecto es 

mayor para moldes de ADN ricos en GC que para aquellos pobres en GC, siendo remarcable en 

el caso de la homoectoína, un nuevo derivado sintético de la ectoína (Tabla I.2). Además, la 

homoectoína aumenta la especificidad de las PCRs hasta el 100%, evitando los productos 

contaminantes suplementados en PCRs con ectoína a determinadas concentraciones (Schnoor 

et al., 2004). A causa de estas propiedades, las ectoínas pueden potenciar la eficacia de la 
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reacción en cadena de la polimerasa con ADNs molde ricos en GC, y además mejorar los métodos 

de extensión de cebador o de secuenciación (Lapidot et al., 1995).  

La optimización del flujo de trabajo en microarrays de ADN, incluyendo el paso de 

hibridación, es un objetivo primordial para el desarrollo de protocolos más eficientes. Así, 

concentraciones milimolares de hidroxiectoína, diglicerofosfato de potasio y manosilglicerato 

de potasio redujeron el ruido de fondo en microchips de ADN (Tabla I.2) y mejoraron la eficiencia 

de la hibridación (Mascellani et al., 2007). Recientemente se ha puesto de manifiesto que la 

recombinación y la regulación de la transcripción requieren no sólo la interacción de proteínas 

específicas de secuencia, sino que con frecuencia depende también de la asociación de proteínas 

de unión al ADN sin especificidad de secuencia (Azam y Ishihama, 1999; Rimsky et al., 2001; 

Schröder y Wagner, 2002). Se ha demostrado que la proteína de unión al ADN H-NS estimula la 

unión al ADN de LRP (proteína reguladora de respuesta a leucina) sin estar presente en el 

complejo final (Tabla I.2). La presencia del osmolito ectoína, que asegura que los organismos 

unicelulares mantengan un nivel adecuado de hidratación, también estimula la unión de LRP 

(Pul et al., 2007). 

Efecto sobre la estructura proteica. Las proteínas sobreexpresadas, que  pueden resultar 

insolubles o plegarse de forma incorrecta, a menudo se pueden desnaturalizar parcialmente y 

volver a plegar en presencia de osmolitos (Tabla I.2). Un ejemplo específico es el uso de la 

hidroxiectoína durante la fase de congelación-descongelación del proceso de purificación para 

aumentar el rendimiento de proteínas citotóxicas funcionales sobreexpresadas y redirigidas al 

periplasma de E. coli (Barth et al., 2000). Asimismo se demostró que la ectoína es capaz de 

proteger proteínas de la proteólisis por tripsina y trispsinógeno, protegiendo su actividad 

durante la incubación. Por ello, las ectoínas podrían ejercer como aditivos prometedores en los 

casos en que sea necesario evitar el uso de inhibidores de proteasas. Este podría ser el caso de 

las investigaciones en proteasas como objetivo del desarrollo de fármacos.  
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Tabla I.2. Importancia y usos de las ectoínas.

Efecto Compuesto Referencia 
Protección de macromoléculas   
Protección de proteínas recombinantes contra degradación, agregación, plegamiento incorrecto y congelación Hidroxiectoína (Barth et al., 2000) 
Termoestabilización de cianoficina sintetasa Ectoína (Hai et al., 2002) 
Protección de enzimas contra el calor, congelación y desecación Hidroxiectoína, ectoína (Lippert y Galinski, 1992) 
Termoestabilización de fitasa (90°C) Ectoína (Zhang et al., 2006) 
Protección de anticuerpos contra la degradación proteolítica Ectoína (Bersch et al., 2000) 
Protección de inmunotoxinas contra estrés por congelación-descongelación Hidroxiectoína (Barth et al., 2000) 
Disminución eficaz de la temperatura de fusión del ADN Ectoína (Lapidot et al., 2006) 
Mejora de la PCR Homoectoína (Schnoor et al., 2004) 
Mejora de microarrays de ADN Hidroxiectoína (Mascellani et al., 2007) 
Prevención del corte de ADN plasmídico y del bacteriófago λ por endonucleasas del tipo II Hidroxiectoína (Malin et al., 1999) 
Protección de enzima LDH contra el daño oxidativo Hidroxiectoína (Andersson et al., 2000) 
Estabilización del complejo LRP-ADN en la regulación de la transcripción Ectoína (Pul et al., 2007) 
Aumento de la estabilidad y de la temperatura de fusión de la ARNasa A Hidroxiectoína (Knapp et al., 1999) 
Protección de LDH contra el calor, urea y congelación-descongelación Hidroxiectoína, ectoína (Göller y Galinski, 1999) 
Protección de la membrana celular contra agentes surfactantes Ectoína (Bünger y Driller, 1999; 

Bünger et al., 2001; Graf et al., 
2008) 

Optimización de las condiciones de cristalización de proteínas en cristalografía de Rayos X Ectoína (Harjes et al., 2004) 
Usos terapéuticos potenciales   
Protección contra inflamación neutrofílica de pulmón no inducida por partículas Ectoína (Sydlik et al., 2009) 
Protección del intestino delgado contra la isquemia fría y el daño posterior por calentamiento en la reperfusión Ectoína (Wei et al., 2009) 
Protección de células neuronales de la toxicidad inducida por poliglutamina en la enfermedad de Machado-Joseph Ectoína (Furusho et al., 2005) 
Inhibición de la agregación y neurotoxicidad del β-amiloide de la enfermedad de Alzheimer Ectoína, hidroxiectoína (Kanapathipillai et al., 2005) 
Inhibición de la formación del amiloide de insulina Ectoína (Arora et al., 2004) 
Protección de zimógenos contra proteólisis Ectoína (Kolp et al., 2006) 
Inhibición de la unión in vitro de un péptido de tipo TAT rico en arginina al ARN del elemento TAR del VIH Hidroxiectoína (Lapidot et al., 1995) 
Inhibición de la agregación y toxicidad del péptido priónico 106-206 Ectoína (Kanapathipillai et al., 2008) 
Estabilización de vectores retrovirales empleados en terapia génica Hidroxiectoína (Cruz et al., 2006) 

 



 

 

 

Efecto Compuesto Referencia 
Protección cellular   
Protección contra desecación de Pseudomonas putida Hidroxiectoína (Manzanera et al., 2002) 
Protección contra desecación de Escherichia coli Hidroxiectoína (Manzanera et al., 2004a) 
Protección contra la desecación de P. putida y E. coli durante la encapsulación en plástico Hidroxiectoína (Manzanera et al., 2004b) 
Potenciación del crecimiento y la fermentación alcohólica en Zymomonas mobilis Ectoína (Zhang et al., 2008) 
Protección de Halomonas durante la metabolización y detoxificación de fenol Ectoína (Maskow y Kleinsteuber, 2004) 
Preservación de la actividad respiratoria de E. coli in vivo Ectoína (Nagata et al., 2002) 
Osmoprotección de bacterias del ácido láctico Ectoína (Baliarda et al., 2003) 
Inducción de termotolerancia en Escherichia coli Hidroxiectoína (Malin y Lapidot, 1996) 
Estabilización de E. coli durante desecación y almacenamiento Ectoína, hidroxiectoína (Louis et al., 1994) 
Inducción de tolerancia a la sal en plantas de tabaco transformadas para producir ectoína Ectoína (Moghaieb et al., 2006) 
Inducción de tolerancia a la sal en células de plantas de tabaco transformadas para producir ectoína Ectoína (Nakayama et al., 2000) 
Protección de la piel   
Protección antienvejecimiento in vivo de la piel en humanos Ectoína (Heinrich et al., 2007) 
Protección in vivo contra la deshidratación de la piel (modelos in silico para explicarlo) Ectoína (Graf et al., 2008) 
Protección antienvejecimiento in vitro de la piel en humanos, protección del ADN mitocondrial e inflamación de la 
respuesta inflamatoria mediada por ceramidas 

Ectoína (Bünger y Driller, 2004) 

Inducción de las proteínas de choque térmico y mediación en la respuesta proinflamatoria en queratinocitos humanos Ectoína (Buommino et al., 2005) 
Protección de la luz visible in vitro Ectoína (Botta et al., 2008) 
Agente hidratante in vivo de la piel humana Ectoína (Motitschke et al., 2002) 
Protección in vivo contra la degradación de las células de Langerhans inducida por luz UV Ectoína (Beyer et al., 2000) 
Inhibición in vitro de la formación de SBCs y protección in vivo de las células de Langerhans Ectoína (Bünger et al., 2001; Pflücker 

et al., 2005) 
Bloqueo de la liberación de ceramida inducida por la luz UV en queratinocitos humanos Ectoína (Grether-Beck et al., 2005) 
Protección in vivo de la piel contra la deshidratación por agentes surfactantes Ectoína (Bünger y Driller, 1999) 
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Potencial biomédico de las ectoínas 

Capacidad de estabilización proteica de las ectoínas 

Recientemente se ha producido un aumento del reconocimiento de enfermedades 

asociadas con el plegamiento incorrecto de proteínas (Dobson, 2003). En un subgrupo 

importante de estas enfermedades, la agregación proteica lleva a la formación de agregados 

altamente regulares denominados amiloides. Este fenómeno juega un papel clave en el 

desarrollo de enfermedades tales como la enfermedad de Alzheimer (AD) y encefalopatías 

espongiformes (Harper y Lansbury, 1997; Murphy, 2002) (Tabla I.2). Se ha demostrado que la 

ectoína es un inhibidor muy eficaz de la formación de amiloide haciendo disminuir sus fases de 

iniciación y de elongación, en un estudio que tomó la formación del amiloide de insulina in vitro 

como sistema modelo (Arora et al., 2004).  

Se ha postulado la potencialidad de las ectoínas como candidatos a terapéuticos 

antiamiloides para el tratamiento del Alzheimer, dado que inhiben fuertemente la formación 

del amiloide Aβ42 in vitro y reducen su toxicidad para las células del neuroblastoma humano 

(Kanapathipillai et al., 2005) (Tabla I.2). Los priones son partículas infecciosas las encefalopatías 

espongiformes transmisibles en animales y humanos (Aguzzi y Polymenidou, 2004). Se agregan 

formando amiloides fibrilares resistentes a proteasas, induciendo así la muerte neuronal por 

apoptosis, y causando la proliferación e hipertrofia de las células de glía cultivadas (Forloni et al., 

1993; Pan et al., 1993). Las células de neuroblastoma coincubadas con ectoína junto con priones 

mostraron una tasa de supervivencia mayor si la comparamos con muestras control, inhibiendo 

la formación de amiloides priónicos y reduciendo su citotoxicidad (Kanapathipillai et al., 2008).  

El plegado incorrecto de proteínas es también un fenómeno clave en la patogénesis de 

enfermedades por poliglutaminas como la enfermedad de Machado-Joseph (MJD) (Tabla I.2). 

Se considera que el plegado incorrecto del fragmento proteico que contiene un tramo de 

poliglutamina expandido es significativo en la producción de agregados y muerte celular 

(Kakizuka, 1998; Paulson, 1999; Perutz, 1999). Estudios previos sugieren que la inclusión nuclear 

no es un agente causante de la citotoxicidad, siendo por el contrario protector, mediante el 

secuestro de la proteína con tramo extendido de poliglutamina (Ferrigno y Silver, 2000). La 

ectoína reduce las características apopotóticas mediante la reducción de la cantidad total de 

agregados y el cambio en su distribución intracelular. Así, reduce la citotoxicidad incrementando 

la frecuencia de las inclusiones nucleares (Furusho et al., 2005).  
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Efectos protectores de las ectoínas en ciertas enfermedades 

La administración de ectoína inhibió la señalización inducida por nanopartículas, que es 

considerada responsable de las reacciones proinflamatorias en células epiteliales del pulmón 

(Sydlik et al., 2009) (Tabla I.2). Se ha identificado la inhalación de nanopartículas como una 

importante amenaza del aire de las sociedades modernas industrializadas. Es capaz de inducir 

inflamación pulmonar, el mecanismo patogénico central responsable de multitud de 

enfermedades orgánicas y sistémicas (Donaldson et al., 2005). El pulmón, al ser el primer órgano 

afectado por la inflamación inducida por nanopartículas, se ve seriamente dañado por el 

reclutamiento y activación constante de células inflamatorias. Enfermedades pulmonares como 

el enfisema, enfermedad obstructiva pulmonar crónica, fibrosis y cáncer (Macnee, 2007; 

Bringardner et al., 2008) así como desórdenes sistémicos a nivel cardiovascular y del sistema 

inmune (Peters et al., 2004) tienen lugar como consecuencia de estos casos.  

La isquemia, y el daño subsiguiente por reperfusión (I/R) continúa siendo un importante 

obstáculo para el trasplante de intestino delgado satisfactorio (Grant et al., 1990). 

Generalmente se acepta que el daño por I/R es el mecanismo patofisiológico subyacente del 

daño de las mucosas (Kong et al., 1998). Aunque la mucosa intestinal tiene una alta capacidad 

regenerativa, se ha demostrado que la recuperación morfológica de una mucosa ilíaca dañada 

tras 24 horas de conservación en frío requiere al menos un mes. Este daño prolongado 

contribuye sin duda no sólo al rechazo del injerto, sino también a varias complicaciones 

postoperatorias, como translocación bacteriana, absorción de endotoxina y malnutrición 

duradera (Zou et al., 2005). La ectoína protege de forma eficaz la mucosa ilíaca y la muscularis 

reduciendo la ceramida como mediador apopotótico y de estrés oxidativo, causados por el daño 

mitocondrial simultáneo, mejorando así la función de barrera de la mucosa (Wei et al., 2009) 

(Tabla I.2).  

Otro ejemplo es la replicación del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que 

depende de forma crítica de dos proteínas reguladoras víricas, Tat y Rev. Tat es necesaria en la 

fase temprana del ciclo vital del virus para una la transcripción eficaz del genoma vírico. Tat 

actúa uniéndose a una estructura en bucle del ARN, el elemento de respuesta al elemento 

regulador en trans (TAR), ubicado en el extremo 5’ del ARNm vírico (Roy et al., 1990; Cordingley 

et al., 1990; Dingwall et al., 1990). Se ha visto que la ectoína inhibe la interacción del péptido 

Tat con el ARN de TA, uniéndose aproximadamente 106 veces más estrechamente. Además, la 

incorporación de [14C]-ectoínas tanto por células HeLa como por líneas de fibroblastos humanos 

en condiciones normales de crecimiento facilita su consideración como fármacos antivirales 

potenciales (Lapidot et al., 1995) (Tabla I.2). 
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Para terminar, la hidroxiectoína permitió el almacenamiento a largo plazo (vida media 

superior a 185 días, entre los mejores resultados hasta el momento) de vectores retrovirales, 

los cuales son herramientas prometedoras de la terapia génica. Este es un efecto bastante 

interesante, ya que actualmente la pérdida de infectividad de estos vectores durante su 

transporte y almacenamiento es un impedimento importante para que se extienda su uso (Cruz 

et al., 2006) (Tabla I.2).  

 

Capacidad de protección celular de las ectoínas.  

Las ectoínas no sólo estabilizan proteínas y otras macromoléculas sino que además son 

potentes protectores celulares (Tabla I.2). Así, la adición de ectoínas al medio de cultivo revirtió 

la inhibición del crecimiento de E. coli causada por estrés osmótico y térmico (Malin y Lapidot, 

1996). Uno de los mecanismos es la recuperación de la capacidad de asimilación de glucosa 

(Nagata et al., 2002). La hidroxiectoína extracelular, cuando se emplea en bacterias previamente 

sometidas a un tratamiento osmótico, es tan efectiva como la trehalosa en la mejora de la 

anhidrobiosis de E. coli (Manzanera et al., 2004a). Louis et al. (Louis et al., 1994) comprobaron 

que la ectoína y la hidroxiectoína estabilizan células de E. coli durante los procesos de secado al 

aire y liofilización. En P. putida, la hidroxiectoína resultó superior a la trehalosa como excipiente 

seco para almacenamiento (Manzanera et al., 2002), promoviendo de esta forma un nuevo 

método para el secado y encapsulación en plástico de la bacteria, demostrando una aplicación 

potencial como recubrimiento de semillas (Manzanera et al., 2004b). Se ha comprobado 

también que la ectoína puede servir como osmoprotector específico para la bacteria del ácido 

láctico Tetragenococcus halophila, empleada en la fermentación de la salsa de soja (Baliarda 

et al., 2003). La adición de ectoína mejoró el crecimiento celular, la utilización de glucosa y 

protegió las enzimas relacionadas durante la fermentación alcohólica en la bacteria 

etanologénica Gram negativa Zymomonas mobilis (Zhang et al., 2008), que presenta la ventaja 

sobre Saccharomyces cerevisiae de una mayor conversión de azúcar en etanol (Jeffries, 2005) 

(Tabla I.2).  

Se ha visto recientemente que la suplementación de ectoína mejora enormemente la 

producción de biodiesel mediante conversión enzimática de triglicéridos en aceite de semillas 

de algodón usando lipasas inmovilizadas, facilitando la reutilización de enzima y mejorando 

sustancialmente la concentración de éster metílico tras cada reciclado (Wang y Zhang, 2010). 

Nakayama et al., (Nakayama et al., 2000) transformaron células de planta de tabaco con 

genes de la síntesis de ectoínas de H. elongata. A pesar del bajo nivel de acumulación de este 
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soluto, la síntesis heteróloga de ectoína produjo un aumento en la tolerancia hiperosmótica. Al 

integrar más tarde esos genes de manera estable en el genoma de la planta de tabaco usando 

Agrobacterium como vector génico, la velocidad de producción de ectoína resultó mucho mayor, 

particularmente en las raíces. La ectoína protegió la conductancia estomática y la actividad 

carboxilativa, evitando el descenso de la velocidad fotosintética provocado por la salinidad 

(Moghaieb et al., 2006). Los datos pusieron de manifiesto dos formas en que la ectoína favorecía 

la tolerancia a la salinidad de las plantas de tabaco. En primer lugar, la ectoína mejoró el 

mantenimiento de la función de las raíces, de forma que la incorporación de agua a los brotes 

se hacía de forma constante. En segundo lugar, la ectoína potenció el aporte de nitrógeno a las 

hojas, elevando la transpiración y protegiendo las proteínas del complejo Rubisco de los efectos 

nocivos de la sal, mejorando así la tasa fotosintética (Moghaieb et al., 2006) (Tabla I.2). Este 

estudio abrió la posibilidad de emplear los genes de síntesis de ectoínas para la generación de 

cultivos vegetales transgénicos con una mayor tolerancia a condiciones de estrés osmótico y 

abiótico incorporada, como la sequía o la salinidad. Para terminar, los genes del operón ectABC 

de M. halophilus se transfectaron en plántulas de tabaco vía Agrobacterium tumefaciens. Los 

transcritos estaban destinados a los cloroplastos, para alcanzar mayor estabilidad. Se detectó 

ectoína en las plantas transfectadas, aunque sólo de forma cualitativa. Como resultado, en estas 

plantas se halló un incremento de la tolerancia a la sal desde 100 mM hasta 300 mM a 25°C, y 

una mayor estabilidad de la actividad Rubisco (Rai et al., 2006).  

 

Capacidad de las ectoínas de protección de la piel.  

El efecto acumulativo de factores externos tales como radiación, viento, humedad y 

temperaturas extremas produce el envejecimiento de la piel (Rabe et al., 2006). Se ha 

demostrado que la ectoína protege y estabiliza las membranas de células previamente tratadas 

contra el efecto dañino de surfactantes así como la piel humana de factores que en condiciones 

normales llevarían a la deshidratación de la piel (Bünger y Driller, 1999) (Tabla I.2). Por tanto, la 

ectoína funciona como un agente hidratante más potente que el glicerol, y proporciona una 

hidratación eficaz a largo plazo (Graf et al., 2008). Además, una exposición prolongada a rayos 

UVA puede provocar fotocarcinogénesis (Sander et al., 2004), inmunosupresión (Nagata y 

Wang, 2001), fotodermatosis y fotoenvejecimiento (Krutmann, 2000; Fourtanier et al., 2006). 

Las ectoínas protegen la piel de los efectos de la radiación UVA de diferentes formas. Uno de los 

mecanismos del daño por exposición a UVA es la formación de ceramida por un mecanismo 

mediado por oxígeno singulete. La exposición de queratinocitos primarios humanos a UVA 

produce un incremento en os niveles de ceramida, y como consecuencia, se activa una cascada 
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de señalización intracelular que provoca la expresión de la molécula proinflamatoria de 

adhesión intracelular 1. La ectoína puede evitar estos efectos negativos de forma satisfactoria 

gracias a su capacidad de amortiguar los efectos del oxígeno singulete (Bünger y Driller, 2004; 

Grether-Beck et al., 2005).  

Las mutaciones a gran escala el ADN mitocondrial de fibroblastos dérmicos humanos, 

denominada “deleción común”, son dependientes de la dosis y el tiempo de exposición a 

radiación UVA (Berneburg et al., 1997; Berneburg et al., 1999; Bünger y Driller, 2004). Este daño 

al ADN viene acompañado por un marcado aumento de la expresión de la metaloproteasa-1 de 

la matriz, seguido de la formación de arrugas en la piel (Fligiel et al., 2003; Krutmann y 

Schroeder, 2009), pero la ectoína puede evitarlo. Para restaurar la homeostasis celular, pueden 

activarse algunos mecanismos de defensa celular induciendo la expresión de varios genes, 

incluyendo las proteínas de choque térmico (Hsps) (Giannessi et al., 2003). Puede inducirse aún 

más la expresión de Hsp70 en los queratinocitos epidérmicos mediante tratamiento con calor, 

dando lugar a un estado resistente contra los efectos nocivos de la radiación solar UVB (Souil 

et al., 2001). La expresión de la proteína Hsp70B9, un miembro de la familia Hsp70, se induce 

exclusivamente por estrés, y no se produce en células no estresadas (Leung et al., 1990; Tavaria 

et al., 1996). Cuando se trataron queratinocitos con ectoína y choque térmico por calor, se 

observó un marcado aumento de la forma constitutiva de Hsp70 y una sobreexpresión 

significativa de Hsp70B9. La capacidad de la ectoína para inducir la expresión de Hps y reducir 

las señales proinflamatorias redunda en un mecanismo citoprotector de los queratinocitos 

(Buommino et al., 2005). Aparte de la protección de la piel del daño directo a los queratinocitos, 

también tiene lugar la protección de las células de Langerhans, elementos clave en el sistema 

inmune de la piel (Tavaria et al., 1996; Beyer et al., 2000; Bünger et al., 2001; Pflücker et al., 

2005) (Tabla I.2). 

Una vez que las células han sido dañadas hasta un punto que no permite su reparación, 

tiene lugar la muerte celular o apoptosis para proteger el cuerpo de la proliferación de unas 

células tan seriamente dañadas, que probablemente sean mutantes. Estas células se forman en 

la epidermis humana como resultado de la radiación UV y poseen características especiales; son 

las células llamadas “sunburn cells” (células quemadas por el sol, SBCs) (Iizuka et al., 1988). 

Existe una razón característica entre la tasa de formación de SBCs y la dosis de radiación 

administrada. Esta proporción podría, sin embargo, aumentar hasta dosis mucho mayores de 

UV, mediante el tratamiento previo con ectoína (Bünger et al., 2001; Pflücker et al., 2005).  

La luz visible también induce el daño al ADN, ya que produce la aparición de pequeños 

tramos de ADN monocaternario (“single-strand breaks”, SSBs), el  intercambio entre cromátidas 
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hermanas (Sideris et al., 1981) y la producción de especies reactivas de oxígeno intracelular 

(“reactive oxygen species”, ROS) (Omata et al., 2006), provocando así un efecto genotóxico vía 

lesiones oxidativas del ADN (Pflaum et al., 1998). Usando células y queratinocitos, se ha 

demostrado que las lesiones en el ADN inducidas por luz visible y UVA/visible se redujeron en 

presencia de ectoína, siendo los efectos protectores máximos de un 92,7% contra la luz visible, 

y de un 68,9% contra la luz UVA/visible (Botta et al., 2008).  

Dado que la actividad de las enzimas antioxidantes y los niveles de agentes 

antioxidantes no enzimáticos decrecen con la edad (González-Ulloa y Flores, 1965; Tolmasoff 

et al., 1980), la ectoína podría prevenir el daño oxidativo en la piel (Heinrich et al., 2007). De 

hecho, recientemente se han confirmado sus propiedades antienvejecimiento en pruebas 

clínicas en las que se comparaba ectoína con un producto del cuidado de la piel de alta calidad 

(Heinrich et al., 2007).  

 

Comprendiendo la actividad de las ectoínas 

Los solutos compatibles son de naturaleza anfipática y capaces de “humedecer” 

proteínas hidrófobas. Se ha propuesto que los solutos compatibles pueden revertir la inhibición 

osmótica puesto que elevan el contenido total de agua, y con ello, el volumen del citoplasma 

celular (Cayley et al., 1992). Las propiedades de formación y ruptura de estructuras de los 

solutos compatibles influyen de manera indirecta en las capas de hidratación y por tanto las 

actividades de las proteínas implicadas (Wiggins, 1990), como se discute más abajo. Existen 

diferentes teorías para explicar cómo la función protectora de  los solutos compatibles trabaja 

en ambientes de escasez de agua. Seguidamente se enumeran las más importantes. El “modelo 

de exclusión preferencial” fue propuesto como mecanismo universal de estabilización proteica 

por los solutos compatibles (Arakawa y Timasheff, 1985; Timasheff, 2002) (Figura I.4). Este 

modelo propone que, a causa de la interacción desfavorable con la superficie de las proteínas, 

los osmolitos protectores quedan excluidos de éstas, al contrario de lo que ocurre con los solutos 

desnaturalizantes, que están en contacto con dicha superficie. De esta forma, las moléculas de 

soluto compatible son expulsadas de la capa de hidratación inmediata de las proteínas, y en 

consecuencia, el desplegamiento necesita energía adicional y resulta termodinámicamente 

desfavorable (Lee y Timasheff, 1981; Kurz, 2008). Esto, a su vez, lleva a una hidratación 

preferencial de la proteína dado que se ve forzada a ocupar un volumen menor con el fin de 

minimizar la superficie expuesta, favoreciendo así su conformación nativa. Puesto que los 
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solutos compatibles no interaccionan directamente con la superficie de la proteína, la actividad 

catalítica permanece inalterada (Galinski et al., 1997; Kolp et al., 2006).  

De acuerdo con este modelo, el denominado “efecto osmofóbico” explica como este 

efecto puede ser universal (Bolen y Baskakov, 2001). Los enlaces por puente de hidrógeno, y las 

interacciones de Van der Waals, electrostáticas e hidrofóbicas son responsables del plegamiento 

de las proteínas. Se ha propuesto incluso que la interacción desfavorable del soluto con el 

esqueleto peptídico sienta las bases moleculares de la exclusión del soluto, y en consecuencia, 

del efecto estabilizador (Liu y Bolen, 1995; Wang y Bolen, 1997; Qu et al., 1998). Este “efecto 

osmofóbico” resulta relevante en disoluciones muy concentradas y en organismos que 

requieren alta concentración intracelular de osmolitos. En contraste con el efecto hidrofóbico, 

que induce a los residuos de los aminoácidos no polares a agregarse en el interior de la proteína, 

el efecto osmofóbico influye en la conformación del esqueleto peptídico. De hecho, se ha 

propuesto que la configuración del esqueleto proteico es el condicionante más importante de 

la estabilización o desnaturalización (Burg y Ferraris, 2008). Ninguna interacción de los osmolitos 

con los residuos hidrofóbicos de la proteína desplegada supera el efecto osmofóbico, ni 

interfiere con el efecto hidrofóbico (Roberts, 2005). ¿Por qué el esqueleto proteico repele los 

solutos estabilizadores? Bennion y Daggett (Bennion y Daggett, 2004) mostraron que las 

metilaminas alteran la estructura del agua, produciendo una mayor organización de la misma a 

través de enlaces por puente de hidrógeno más fuertes entre sus moléculas. Posiblemente, el 

enlace peptídico de las proteínas es menos capaz de interaccionar (y por tanto de hidratarse) 

con el agua organizada alrededor de las metilaminas que con el resto del agua (Yancey, 2005).  

Por otro lado, la “teoría de la sustitución del agua” (Clegg et al., 1982; Crowe et al., 1990) 

se basa en la observación de que muchos organismos son capaces de perder más del 50% del 

agua celular, y volver a la completa actividad tras la rehidratación. Las estructuras celulares 

pueden protegerse por la acumulación de ciertos solutos compatibles y sus interacciones con 

superficies. Dado que, en este modelo, el agua es reemplazada por solutos, parece exactamente 

lo opuesto al “modelo de exclusión preferencial”. La sustitución parece ser una situación muy 

especial que tiene lugar en actividades de agua extremadamente bajas, mientras que el modelo 

de exclusión es válido para rangos de concentración de solutos más diluidos. La importancia de 

este modelo radica en el hecho de que la afinidad relativa de un soluto por el agua o por la 

proteína, bien puede ser dependiente de la concentración, especialmente cuando está 

implicada la desecación (por ejemplo, en actividad de agua muy baja) (Kanias y Acker, 2006).  
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Figura I.4. Mecanismo de estabilización de los solutos compatibles. Siguiendo el modelo de 
exclusión preferencial, la conformación nativa de la proteína (A) se ve favorecida por la 
presencia de moléculas de soluto compatible (B). Se genera una proteína plegada compacta al 
expulsar los solutos compatibles de la capa inmediata de hidratación de la proteína, 
minimizando el volumen que queda excluido para los solutos. Las esferas pequeñas representan 
moléculas de agua, y los esqueletos carbonados representan moléculas de ectoína.   

B

A
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Manzanera et al., (Manzanera et al., 2004a) mostraron que, a pesar de que la 

hidroxiectoína funciona bien como protector extracelular, era menos efectiva que la trehalosa 

como estabilizador intracelular. Una posible explicación a esto, en el contexto de la hipótesis de 

la sustitución del agua, es que la hidroxiectoína cuento únicamente con un grupo OH por 

molécula, mientras que la trehalosa tiene múltiples grupos hidroxilo. P. putida resultó menos 

tolerante a la desecación en trehalosa que en hidroxiectoína, aunque tal diferencia no se 

encontró en el caso de E. coli (Manzanera et al., 2002). Se postuló que P. putida podría contener 

estructuras extracitoplasmáticas sensibles a la desecación en el periplasma o la membrana 

externa a las que la hidroxiectoína puede proteger, pero que no son accesibles a la trehalosa 

como resultado de la selectividad de las porinas.  

Según Crowe et al., (Crowe et al., 1990), los grupos hidroxilo (OH) pueden sustituir 

parcialmente a las moléculas de agua. Se ha demostrado que durante la deshidratación 

generalizada, se generalizan los enlaces de hidrógeno entre los grupos OH de la trehalosa y los 

residuos polares de las proteínas, manteniendo el estado conformacional de las proteínas secas 

similar al observado antes de la deshidratación. Se demostró asimismo que la trehalosa 

interacciona directamente con los residuos polares de la cabeza de la fosfatidilcolina 

deshidratada, implicando probablemente enlaces de hidrógeno entre los grupos OH de la 

trehalosa y el fosfato, sugiriendo con ello que la trehalosa puede jugar además un papel en la 

estabilización de bicapas lipídicas (Crowe et al., 1990). Lippert y Galinski (Lippert y Galinski, 

1992)especularon que los grupos OH libres de la hidroxiectoína y la trehalosa (pero no de la 

glicina betaína y la ectoína) eran necesarios para la estabilización eficaz de las enzimas 

ensayadas mediante formación de enlaces de hidrógeno en macromoléculas.  

Las ectoínas han servido como modelo de estudio de estas interacciones gracias a sus 

aplicaciones biotecnológicas (Lentzen y Schwarz, 2006; Kurz, 2008). Es conocido el hecho de que 

la ectoína minimiza la desnaturalización que ocurre tras la retirada de las moléculas de agua 

haciendo el desplegamiento menos favorable. En un estudio con proteasas, se ha presumido 

que la ectoína desplaza el equilibrio plegamiento-desplegamiento hacia las conformaciones 

plegadas, preservando parcialmente así la actividad de estas enzimas (Kolp et al., 2006). Los 

grupos de moléculas de agua alrededor de la molécula de ectoína son estables por largos 

períodos de tiempo, mucho más largos que en las mezclas de agua y glicerol, en las que se 

desintegran por la difusión de las moléculas de agua fuera de las esferas (Graf et al., 2008). Los 

aspectos termodinámicos de la estabilización proteica por hidroxiectoína se estudiaron 

empleando calorimetría diferencial de barrido, con ribonucleasa A bovina como proteína 

modelo. Los cálculos del número de moléculas de agua adicionales que se unen a la ARNasa 
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desplegada arrojaron un número sorprendentemente bajo en el caso de este osmolito (Knapp 

et al., 1999). Es más, Yu y Nagoka (Yu y Nagaoka, 2004) aportaron unos resultados interesantes 

a partir de simulaciones de dinámica molecular realizadas para modelos de mezclas agua-

ectoína alrededor del inhibidor de quimotripsina 2 (CI2). Según sus conclusiones, la ectoína 

mantiene el agua en la superficie haciendo más lenta la difusión alrededor de la proteína; la 

desaceleración de la difusión de agua en la superficie de las proteínas debería ser de origen 

microscópico, estando relacionada con la estabilización cinética y termodinámica de la 

estructura tridimensional de las macromoléculas.  

Comparando las diferentes interacciones que se observaron entre CI2 y un péptido 

menor, se demostró que en el modelo de exclusión pueden influir diferentes parámetros (Yu 

et al., 2007). Así, la ectoína juega un papel indirecto en la alteración de las propiedades del 

disolvente y en la modificación de la estabilidad de las proteínas (Göller y Galinski, 1999). Sin 

embargo, debe señalarse que una posible coevolución de las estructuras proteicas con la 

composición celular de osmolitos no ha recibido hasta ahora demasiada atención.  

 

 

PROCESOS DE PRODUCCIÓN DE ECTOÍNAS 

La creciente demanda comercial de ectoínas ha provocado la multiplicación de los 

intentos de mejorar su producción en bacterias. En la Tabla I.1 se muestra un resumen de 

diferentes productores microbianos de ectoínas, así como de las fuentes de carbono y las 

condiciones de producción aplicadas.  

Hasta mediados de los noventa no existía ningún método eficaz y optimizado para la 

producción de ectoínas en cantidad suficiente para ser explotado comercialmente, y éstas eran 

o bien extraídas  de los productores naturales con bajos rendimientos (Sauer y Galinski, 1998) o 

(esta era el método predominante) sintetizada químicamente (Koichi et al., 1991). Para 

conseguir un aporte a gran escala de ectoínas que satisficiera los requerimientos industriales, 

los métodos de producción de ectoínas se han optimizado mediante procesos de alimentación 

discontinua (fed-batch) y choques hipoosmóticos (ordeñado bacteriano) (Figura I.5). La razón 

por la cual se han desarrollado procesos de producción de ectoínas a partir de bacterias podría 

explicarse por la mayor especificidad en la síntesis del producto alcanzada en comparación con 

la síntesis química, que generalmente consiste en una serie de reacciones que rebajan el 

rendimiento final del proceso y que puede incrementar el número de pasos de separación y 

subproductos generados. Estos subproductos tienden a ser químicamente similares al producto 
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objetivo, a causa de la baja estereoselectividad de la síntesis química, lo que hace los procesos 

subsiguientes de purificación aún más dificultosos. La regio- y estereoselectividad de una 

biotransformación enzimática permite la producción específica de los isómeros buscados. 

Además, los procesos biotecnológicos tienden a ser bastante más respetuosos con el medio 

ambiente debido a que se evita el uso de disolventes orgánicos y de sustancias químicas tóxicas. 

Los métodos bacterianos, sin embargo, requieren grandes cantidades de nutrientes y 

condiciones de cultivo finamente ajustadas como pH, aireación y alimentación de nutrientes 

durante la operación de los fermentadores. Hasta el día de hoy, se han empleado principalmente 

sistemas de producción por lotes y de alimentación discontinua para la producción de ectoínas 

(Tablas I.1, I.3 y I.4).  

 

 

Figura I.V. Diagrama general del proceso industrial de bioproducción de ectoína. 
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Ectoína 

El “ordeñado bacteriano” es un procedimiento de fermentación para la extracción a 

gran escala de metabolitos internos. Estos procesos se han descrito en varios microorganismos, 

como Escherichia coli (Tsapis y Kepes, 1976), Synechocystis sp. (Reed et al., 1986) y algunas 

especies de Halorhodospira (Fischel y Oren, 1993), para la excreción de solutos internos. En el 

caso de la bioproducción de ectoína, se escogió la bacteria H. elongata debido ciertas 

características especiales que no se habían encontrado en otras especies, como una tolerancia 

amplia a la salinidad (siendo capaz de crecer en medios con un amplio rango de concentraciones 

de sal) y especialmente a causa de su capacidad de responder a un choque hipoosmótico 

mediante una rápida liberación de las reservas intracelulares de ectoína para resintetizarlas 

después  rápidamente al transferir las células a un medio hiperosmótico (Figura I.5). H. elongata 

fue usada posteriormente como biofactoría  para la producción de ectoína (Sauer y Galinski, 

1998) (Tabla I.4). De hecho, el primer proceso patentado para la producción de ectoína con dicha 

bacteria correspondió a la firma alemana Bitop AG (Galinski et al., 1994), que usó H. elongata 

ATCC 33173 como sintetizador de ectoína.  

Sauer y Galinski (Sauer y Galinski, 1998) reportaron el cultivo aeróbico de H. elongata, a 

25 °C, en un medio con NaCl 15% p/v (2,57 M). La estrategia consistió en una fermentación de 

alta densidad celular (alcanzando hasta 48 gPS/L) en un reactor tanque alimentado, proveyendo 

glucosa como fuente de carbono y cloruro de amonio como fuente de nitrógeno (Tabla I.4 y 

Figura I.5). Los choques hipoosmóticos se llevaron a cabo una vez alcanzada una densidad óptica 

adecuada. Se usó filtración tangencial para retener las células, al mismo tiempo que se 

reemplazaba el 80% del volumen del medio con agua destilada. Tras una hora para la 

recuperación de la osmolaridad celular interna, se retiró y recogió la misma proporción de medio 

conteniendo las ectoínas excretadas, y se reemplazó con el medio salino original, comenzando 

así un nuevo ciclo de síntesis de ectoínas. El máximo rendimiento final en ectoína resultó 155 

mg/gPS (Tabla I.4).  

Se han considerado también especies del género Brevibacterium como factorías 

factibles para la producción de ectoínas (Tablas I.1 y I.3). Al igual que con H. elongata, se ha 

descrito un método basado en un choque hipoosmótico usando la cepa Brevibacterium sp. JCM 

6894 (Nagata et al., 2008). A diferencia del método de Sauer y Galinski, los choques 

hipoosmóticos se llevaron a cabo centrifugando la biomasa y resuspendiendo los agregados 

celulares en agua destilada (Tabla I.4). Sin embargo, el rendimiento en ectoína y la productividad 

resultaron menores que los alcanzados en un proceso anteriormente descrito en Brevibacterium 

epidermis, que no empleó específicamente choques hipoosmóticos, pero en el que se aplicó un 
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proceso final de extracción con agua destilada y etanol (Onraedt et al., 2005) y una 

concentración de sal 1 M. Este es un punto importante, ya que uno de los principales problemas 

de este tipo de procesos son los inconvenientes que implica trabajar con altas concentraciones 

de sal, principalmente la corrosión del equipamiento y la reducción de la velocidad de 

crecimiento y de la densidad celular máxima, dando lugar a una menor producción de ectoína 

(Tabla I.4).  

Una forma de esquivar las desventajas de los medios altamente salinos en los procesos 

industriales de producción de ectoínas podría consistir en el uso de cepas que pudieran sintetizar 

este compuesto de forma natural al mismo tiempo que ser capaces de crecer en 

concentraciones de sal relativamente bajas. Siguiendo esta estrategia, Zhang et al. usaron una 

cepa excretora de ectoínas de Halomonas salina crecida en fermentadores por lotes con NaCl 

0,5 M y con glutamato monosódico como fuente de carbono y nitrógeno. Llevaron a cabo 

además cultivos paralelos de H. elongata DSM 2581T, un cepa no excretora de ectoínas a modo 

de comparación. Este estudio señaló también la aplicación potencial de cultivos continuos de 

células inmovilizadas o libres para producir ectoína (Zhang et al., 2009).  

En la mayoría de microorganismos, la respuesta osmoprotectora implica la formación 

de más de un soluto compatible. En las Tablas I.1 y I.3, se representa en paralelo con la 

producción de ectoínas, la de otros compuestos que también pueden obtenerse, incluyendo 

aminoácidos como glutamato, prolina o alanina y otros. Este es el caso del halófilo Halomonas 

boliviensis, para el que se ha descrito un proceso de coproducción de ectoínas y el biopoliéster 

poli(3-hidroxibutirato (PHB). Por tanto, mediante la aplicación de una fermentación en un 

reactor con alimentación discontinua, y la recolección secuencial de cada producto, se obtuvo 

un rendimiento en ectoína similar o ligeramente superior a los alcanzados en procesos 

previamente descritos en los que la ectoína era el único compuesto objetivo. Es más, también 

ha sido posible la obtención de hidroxiectoína (50 mg/L) en NaCl al 15% (p/v) (Guzmán et al., 

2009). Más recientemente, se han aplicado dos pasos para la producción de biomasa y ectoína 

respectivamente por la misma bacteria. Se investigó la optimización de algunos parámetros de 

los nutrientes en cada paso mediante la aplicación de la metodología de la superficie de 

respuesta. Se obtuvo una concentración de ectoína de 6 g/L, y la productividad global fue de 9,1 

g/L·día, estando entre las mayores obtenidas hasta entonces (Tabla I.4) (Van-Thuoc, Guzmán, 

Quillaguamán, et al., 2010). 

Más recientemente, Fallet et al., (Fallet et al., 2010) usaron un proceso integrado 

consistente en dos biorreactores continuos conectados en serie. Esta cascada superó en eficacia 

a los procesos reportados hasta el momento para la producción de ectoínas en términos de titre 
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y productividad (ver Tabla I.4) y ejemplifica el potencial de la optimización de procesos mediante 

el cultivo continuo con módulos integrados de procesado posterior del producto.  

 

5-Hidroxiectoína 

El derivado hidroxilado de la ectoína, la hidroxiectoína, ha sido también objeto de 

interés económico, dadas sus características biológicas específicas que la hacen distinta de otros 

solutos compatibles, como su aplicabilidad en la mejora de la termorresistencia de proteínas y 

células, y una mayor capacidad de estabilización que la ectoína (ver secciones previas). De ahí 

que se hayan descrito varios procesos para explotarla de forma eficaz. Las desventajas de la 

síntesis química de la ectoína resultan incluso más relevantes en el caso de la hidroxiectoína, 

debido a que el grupo hidroxilo añade otro centro quiral a la molécula, lo que hace la alternativo 

biotecnológica aún más interesante. Hasta ahora, el microorganismo explotado con este 

objetivo ha sido Marinococcus M52, rindiendo grandes cantidades de hidroxiectoína a partir de 

ectoína durante la fase estacionaria del cultivo (Frings et al., 1995). De desarrolló un método de 

producción que implicaba alta densidad celular aplicando alimentación exponencial y choques 

hipoosmóticos para la extracción, el cual alcanzó 134,8 mg/gPS. Schiraldi et al., (Schiraldi et al., 

2006) mejoró aún más estos resultados, optimizando la concentración de oxígeno disuelto y la 

composición del medio de cultivo y obteniendo un rendimiento en hidroxiectoína máximo. De 

este modo, un contenido de oxígeno disuelto superior al 10% durante el cultivo dio lugar a una 

acumulación de hidroxiectoína más rápida que la de ectoína (alcanzando la hidroxiectoína hasta 

1,6 g/L). Además, se implementó un nuevo método de extracción basado en choques 

hipoosmóticos acoplados a permeabilización térmica para recuperar de la biomasa los 

productos deseados, mejorando el paso de extracción, y con ello, también la productividad. Sin 

embargo, el paso de permeabilización no permite la aplicación de los ciclos de 

síntesis/extracción de ectoína, ya que las células no pueden ser reutilizadas, lo que impone una 

limitación a la optimización del bioproceso. Por último, optimizando un cultivo con alimentación 

discontinua en dos pasos del halófilo H. boliviensis, Van Thuoc et al., (Van-Thuoc, Guzmán, 

Quillaguamán, et al., 2010) logró una productividad de hidroxiectoína de 2,0 g/L, lo que supone 

entre 2 y 5 veces más que lo alcanzado con Marinococcus M52. Esta productividad de 

hidroxiectoína se sitúa entre las más altas reportadas hasta ahora (Tabla I.4).  
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Productores heterólogos de ectoínas 

Paralelamente a todo lo descrito más arriba, se han llevado a cabo muchos estudios que 

incluían expresión heteróloga de las rutas de síntesis de ectoínas en organismos tanto 

procariotas como eucariotas (Tabla I.3). Dos son los objetivos principales que han impulsado 

estos estudios, por un lado, los beneficios de transferir resistencia a estrés abiótico a organismos 

que carecen de ella de forma natural, con el fin de mejorar algunas propiedades biológicas 

interesantes, y por otro lado, las ventajas de deshacerse de los inconvenientes que surgen del 

uso de medios con alto contenido salino en los procesos industriales de producción de ectoína. 

En este último caso, los procariotas son usados como organismo hospedador de forma casi 

exclusiva, debido a que resultan mucho más adecuados para el escalado sistemático de 

bioprocesos y a la disponibilidad de técnicas para su modificación genética. E. coli es, con 

diferencia, el hospedador más usado, ya que es un organismo modelo de aplicaciones de 

ingeniería genética en biotecnología. En las dos últimas décadas, E. coli se ha usado como 

hospedador para la expresión heteróloga del grupo de genes de síntesis de ectoína (que con 

frecuencia aparece de forma natural como un operón), ectA, ectB y ectC, de diferentes halófilos 

(Figura I.3). Las fuentes de tales genes más usadas han sido M. halophilus y el propio C. 

salexigens, entre otros (Rajan, Joseph, Thampuran, James, Kumar, Viswanathan, et al., 2008) 

(Tabla I.3).  

Los genes de síntesis de ectoínas de M. halophilus son homólogos a los de H. elongata 

y C. salexigens, y presentan la misma organización en un grupo (ectABC). Fueron clonados y 

expresados por primera vez en una cepa de E. coli, a partir de una biblioteca genética (Louis y 

Galinski, 1997). E. coli es capaz de crecer en concentraciones de sal de hasta 0,5 M de NaCl en 

medio mínimo a causa de su capacidad intrínseca de ajustar sus reservas intracelulares de 

glutamato potásico y trehalosa. A 0,8 M de NaCl, ya se requieren para el crecimiento solutos 

compatibles más eficientes, como betaína o ectoína, mientras que en concentraciones 

superiores a 1 M, incluso los solutos compatibles aportados externamente son incapaces de 

hacer posible el crecimiento (Le Rudulier y Bouillard, 1983). Se han seleccionado de una 

biblioteca genética clones con una tolerancia osmótica  incrementada, y los genes heterólogos 

allí clonados se fueron identificados como ectA, ectB y ectC, mostrando por tanto, por primera 

vez, como un organismo no halófilo puede expresar genes funcionales de una ruta de estrés 

salino. Los clones que llevaban los genes ectABC sintetizaron hasta 1 mmol/gPS a 0,85M de NaCl. 

Posteriormente se llevaron a cabo más estudios de expresión heteróloga de genes de M. 

halophilus en E. coli, centrándose en los mecanismos reguladores implicados en la síntesis tanto 

de ectoína como de los aminoácidos derivados del aspartato, sin conseguir una expresión 
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completa de los genes ectABC en E. coli (Bestvater et al., 2008). La retroinhibición y/o represión 

por L-lisina, L-treonina y L-metionina, que opera normalmente en E. coli, demostraron ser los 

principales mecanismos que impedían a la cepa transformada alcanzar unos niveles 

intracelulares de ectoína sintetizada tan altos como los logrados por incorporación a partir del 

medio por la cepa silvestre. Este hecho se demostró proveyendo a la cepa transformada de E. 

coli con una aspartato quinasa desregulada alostéricamente de Corynebacterium glutamicum. 

Es más, la expresión de los genes ectABC promovió el crecimiento de E. coli en salinidades 

superiores a 0,5 M (Louis y Galinski, 1997; Bestvater et al., 2008). Sin embargo, ninguno de 

dichos estudios logró una acumulación y excreción de ectoínas superiores a las de los 

productores naturales, como M. halophilus o especies de Brevibacterium.  

Por otro lado, la transformación de E. coli con genes de síntesis de ectoínas de H. 

elongata (He et al., 2006) o C. salexigens (Canovas et al., 1997; Schubert et al., 2007) no fue 

capaz de hacer crecer a las células hospedadoras en medios altamente salinos, pero se 

alcanzaron altos rendimientos de acumulación intracelular de ectoína. Los genes de ectoínas de 

C. salexigens se introdujeron en una cepa de E. coli empleando un vector controlado por un 

promotor tet. Esta cepa transgénica sintetizó 6 g/L de ectoína con un rendimiento temporal de 

40 mg/L·h, siendo la mayor parte de la ectoína excretada (Schubert et al., 2007).  

También se ha abordado el uso de otras especies hospedadoras, como en el caso de B. 

subtilis y C. salexigens DSM 3043 (Kuhlmann y Bremer, 2002; Prabhu et al., 2004). Los genes de 

síntesis de ectoínas de una de las principales especies productoras, B. pasteurii, se clonaron en 

células de B. subtilis, que sintetizaban prolina como su principal soluto compatible, y la expresión 

heteróloga dio lugar a la producción de ectoína. Otro estudio se centró en la mejora de la 

bioproducción mediante “ordeñado” de hidroxiectoína. Clonando y expresando thpD, el gen 

codificante de ectoína hidroxilasa de Streptomyces chrysomallus en C. salexigens, se consiguió 

un 100% de conversión en hidroxiectoína de la ectoína producida de forma natural (Prabhu 

et al., 2004). Esto permitió la producción de ectoína a una menor concentración de sal (1,7 M 

de NaCl), aunque no se informó del rendimiento absoluto en producción de hidroxiectoína. Debe 

destacarse que este es el único ejemplo de producción heteróloga de hidroxiectoína descrito en 

la bibliografía. De hecho, la cepa no modificada Marinococcus M52 continúa siendo la opción 

preferida para la producción a escala industrial de hidroxiectoína.  
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Tabla I.3. Características de los productores heterólogos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1. orfA no está relacionado con el metabolismo de ectoínas. 
2. mmol de producto/gramo de pesoo seco. 
3. mg/mL de producto (no se determinó la biomasa). 
4. Porcentaje de conversión de ectoína en hidroxiectoína, el rendimiento absoluto no se determinó. 
5. El organismo hospedador es halotolerante. 

Hospedador Origen Genes Localización de los 
genes heterólogos Rendimiento Aumento del rango 

de salinidad Referencia 

Escherichia coli Marinococcus 
halophilus ectABC, orfA1 Plásmido 12 De 0,51 a 0,86 M (Louis y Galinski, 1997) 

Escherichia coli Chromohalobacter 
salexigens DSM 3043 ectABC Plásmido ND ND (Cánovas et al., 1998) 

Bacillus subtilis Bacillus pasteurii ectABC Genoma ND ND (Kuhlmann y Bremer, 2002) 

Chromohalobacter 
salexigens DSM 3043 

Streptomyces 
crysomallum thpD Plásmido 1004 ND5 (Prabhu et al., 2004) 

Escherichia coli DH5α Halomonas sp. BIS-1 ectABC Plásmido 0,0032 ND (He et al., 2006) 

Nicotiana tabacum Marinococcus 
halophilus ectABC Plásmido ND De 0,1 a 0,3 M (a 

25°C) (Rai et al., 2006) 

Escherichia coli DH5α Chromohalobacter 
salexigens DSM 3043 ectABC Plásmido 1,93 ND (Schubert et al., 2007) 

Escherichia coli DH5α Marinococcus 
halophilus ectABC Plásmido 0,42 De 0,51 a 0,86 M (Bestvater et al., 2008) 

Escherichia coli Bacillus halodurans ectABC Plásmido 63 ND (Rajan et al., 2008) 
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SISTEMAS DE PRODUCCIÓN 

El primer paso que hay que tomar antes de la instalación de una bioproducción industrial 

es escoger el sistema de producción, en este caso el microorganismo productor de 

ectoína/hidroxiectoína. Dicho sistema ha de cumplir algunos requerimientos básicos que han de 

ser analizados previo al diseño del proceso. La temperatura de crecimiento y el pH no han de ser 

muy extremos, ya que impondría severas restricciones en el escalado, afectando probablemente 

al equipamiento usado. El microorganismo productor podría ser un productor natural de ectoínas 

o podría ser una cepa diseñada por ingeniería genética a partir de un microorganismo no halófilo. 

Se prefieren los microorganismos aerobios, ya que la respiración rinde mucha más biomasa. 

También ha de tenerse en cuenta una concentración de sal óptima para la síntesis de ectoínas, 

dados los inconvenientes que imponen los medios altamente salinos, como se ha explicado 

previamente.  

Como las ectoínas son osmoprotectores, normalmente se acumulan en el citoplasma con 

el fin de compensar la osmolaridad externa, lo que implica la necesidad de un proceso adecuado 

de extracción. La aplicabilidad del método de “ordeñado” empleado generalmente en la 

extracción de ectoínas también está condicionada por el sistema de producción escogido. Las 

bacterias Gram negativas son mucho más sensibles a cambios en la salinidad externas, y la tasa 

de supervivencia depende del modo en que se aplique el choque hipoosmótico, especialmente 

de los cambios en el rango de salinidad. Por otro lado, las bacterias Gram positivas soportan los 

cambios osmóticos mucho mejor que las Gram negativas a causa de su rígida pared celular, pero 

no excretan los solutos compatibles acumulados intracelularmente al ser sometidas a un 

tratamiento de choque hipoosmótico, como es el caso de Marinococcus sp. M52 (Frings et al., 

1995). En consecuencia, el cambio de medio y el choque hipoosmótico se usan normalmente en 

Gram negativas para expulsar ectoínas, mientras que en Gram positivas se requiere el desalado 

del medio previo a la extracción de ectoínas por otros métodos.  

Este proceso de “ordeñado” impone algunas restricciones en el desarrollo y la eficacia del 

proceso, y complica el procesado posterior del producto. Es por eso que se desea el uso de un 

microorganismo capaz de excretar ectoínas sin requerir cambios en la osmolaridad externa. Con 

tal fin, muy probablemente sea esencial el uso de un microorganismo no halófilo. Un ejemplo 

exitoso de esto fue E. coli llevando los genes del grupo ectABC de C. salexigens (Schubert et al., 

2007).  

Como se ha dicho más arriba, existen dos tipos principales de sistemas de producción 

adecuados para abordar la bioproducción de ectoína: microorganismos no halófilos portadores 
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de genes heterólogos de síntesis de ectoína, y productores naturales (halófilos), cultivados en 

condiciones óptimas para la acumulación de ectoína. Dependiendo de cuál de los dos sistemas de 

producción se escoja, pueden surgir diferentes ventajas o inconvenientes específicos, que 

condicionen el establecimiento posterior del sistema de reacción. A lo largo de las secciones 

previas, se han dado muchos ejemplos de productores de ectoína tanto naturales como 

modificados genéticamente. En la mayoría de los casos, los productores naturales mostraron 

mayores niveles de acumulación de ectoínas, en parte a causa de la ausencia de los cuellos de 

botella metabólicos impuestos por el metabolismo central del organismo hospedador para el 

funcionamiento de la ruta de síntesis heteróloga, como se demostró en el caso de E. coli 

(Bestvater et al., 2008). Además, el uso de organismos heterólogos implica ciertos inconvenientes 

derivados del uso de plásmidos como vectores génicos que, hasta ahora, es la opción más común 

a la hora de general microorganismos heterólogos sintetizadores de ectoína. El desarrollo de 

medios de cultivos adecuados y de las estrategias de alimentación, permitiendo una producción 

y recuperación óptimas de ectoína al mismo tiempo que se mantiene el cultivo de alta densidades 

son algunos de las mayores dificultades para muchas bacterias halófilas.  

Otra estrategia factible, a medio camino entre estas dos, es la mejora de microorganismos 

halófilos mediante cepas mejoradas. Un ejemplo de esto son células de H. elongata portando el 

gen thpD de Streptomyces crysomallum para la mejora de la síntesis de hidroxiectoína (Prabhu 

et al., 2004). Sin embargo, la mayoría de los procesos escalables para la producción de ectoínas 

descritos hasta ahora, emplean productores naturales y técnicas de “ordeñado”. Por tanto, aún 

son necesarios mayores esfuerzos en la mejora de cepas y en la generación de productores 

halófilos y recombinantes no halófilos óptimos con el fin de incrementar la productividad y 

esquivar las desventajas de los bioprocesos clásicos.  

 

SISTEMAS DE REACTOR 

De acuerdo con las características específicas del sistema de producción escogido, debe 

escogerse una configuración adecuada del reactor que permita una ejecución adecuada del 

proceso de producción. Dado que el principal papel de las ectoínas es compensar la osmolaridad 

externa acumulándose intracelularmente, las células deben sintetizarlas constantemente durante 

el crecimiento, aunque se acumulan especialmente una vez que se alcanza la fase estacionaria del 

cultivo. Por tanto, para una alta producción de ectoínas es importante lograr una alta densidad 

celular en el fermentador. Los cultivos de alta densidad celular (HCDC por sus siglas en inglés) son 

un tipo de fermentación que aspira a alcanzar la mayor densidad de biomasa posible. Estas 
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técnicas se han aplicado durante mucho tiempo para la bioproducción de antibióticos, proteínas 

recombinantes, metabolitos, polímeros, etc., principalmente en levaduras y mesófilos (Obón 

et al., 1997; Riesenberg y Guthke, 1999; Cánovas et al., 2003; Shiloach y Fass, 2005; Bernal et al., 

2007), y más recientemente (desde principios de los años noventa) también en algunos tipos de 

extremófilos, entre ellos varios halófilos (Schiraldi y de Rosa, 2002). Las mayores densidades 

celulares alcanzadas en HCDC optimizados varían ampliamente dependiendo de la naturaleza del 

microorganismo cultivado. Los HCDC tradicionales de mesófilos y levaduras suelen alcanzar entre 

100 y 250 g/L (Riesenberg y Guthke, 1999), mientras que esos valores en halófilos son 

normalmente menores. En el caso específico de los productores de ectoínas, se encuentran en el 

rango de 40 a 60 g/L (Tabla I.4) (Frings et al., 1995; Sauer y Galinski, 1998; Onraedt et al., 2005; 

Schiraldi et al., 2006; Guzmán et al., 2009; Van-Thuoc, Guzmán, Quillaguamán, et al., 2010; Fallet 

et al., 2010).  

Es ampliamente conocido que los reactores de alimentación discontinua permiten 

alcanzar mayores niveles de biomasa máxima que los reactores por lotes, ya que la limitación del 

crecimiento a causa del agotamiento de algunos componentes esenciales del medio se evita 

añadiendo periódicamente alimentación con o bien medio fresco o nutriente(s) seleccionado(s). 

Más aún, el rendimiento en biomasa puede mejorarse aún más aplicando filtración tangencial 

para sustituir el medio de crecimiento por otro fresco, deshaciéndose así de los metabolitos 

excretados como ciertos ácidos orgánicos, que inhibirían el crecimiento. La máxima densidad 

celular alcanzable con un determinado microorganismo depende fuertemente de las condiciones 

de cultivo, es decir, del pH, la aireación, la composición del medio y la temperatura (Riesenberg y 

Guthke, 1999; Shiloach y Fass, 2005). Para la mayoría de los procesos descritos hasta ahora en la 

bibliografía hubo que optimizar varios de estos parámetros para incrementar los niveles de 

biomasa máxima. Como se discute más arriba, la temperatura y el pH raramente alcanzan valores 

extremos, y por tanto, son normalmente fáciles de controlas y escalar. En el caso de los 

microorganismos aerobios, a altas densidades celulares se requiere un mayor aporte de oxígeno, 

y han de aplicarse altas velocidades de agitación y aireación. Sin embargo, en las etapas finales de 

los cultivos de alimentación discontinua, cuando se alcanza la máxima densidad celular, es mucho 

más difícil mantener tal aireación (Riesenberg y Guthke, 1999). Este hecho puede resultar crítico 

en algunos casos, especialmente en aquellos en los que la aireación afecta directamente a la 

velocidad de síntesis del producto. Este fue el caso de la producción de hidroxiectoína por 

Marinococcus sp. M52 (Schiraldi et al., 2006). A un determinado valor de pO2, la proporción de 

las síntesis de hidroxiectoína/ectoína fue constante durante la fase exponencial, y se incrementó 

en la fase estacionaria. El incremento del oxígeno disuelto (pO2) en el medio de cultivo permitió 

aumentar más aún la proporción de síntesis de hidroxiectoína en la fase exponencial del cultivo.  
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El rendimiento de los HCDC también se ve afectado por la composición del medio de 

cultivo. Las fuentes de carbono y nitrógeno pueden inhibir el crecimiento a altas concentraciones, 

y otros nutrientes y sales pueden precipitar. Por esta razón, HCDC  con alimentación discontinua 

emplean diferentes estrategias de aporte semicontinuo de medio fresco durante el proceso, para 

mantener la concentración de nutrientes en un rango de concentraciones adecuado (Frings et al., 

1995; Schiraldi et al., 2006). En muchos casos, la composición del medio ha de optimizarse para 

la máxima producción de ectoínas. Normalmente se usan sales de amonio como fuente de 

nitrógeno y glucosa como fuente de carbono y energía (Tabla I.4). Para la síntesis óptima de 

hidroxiectoína en cultivos de  Marinococcus sp. M52 se ajustó la proporción peptona de 

pescado/glucosa, y para B. epidermis se usó glutamato de sodio como fuente tanto de carbono 

como de nitrógeno (Tabla I.4) (Onraedt et al., 2005).  

En algunos casos, se acoplaron dos o más reactores con el fin de optimizar separadamente 

los procesos de crecimiento celular y de bioproducción. Una estrategia útil es la aplicación de un 

proceso de alimentación discontinua para la obtención de una alta masa celular en una primera 

etapa, y tras un paso de filtración, transferir las células a un segundo reactor con alimentación 

discontinua con medio fresco en el que tiene lugar la síntesis/excreción del producto. Esta 

estrategia es especialmente útil cuando las condiciones para un crecimiento óptimo son distintas 

de las necesarias para una síntesis óptima del producto. Se ha aplicado para la producción de 

ectoína (Van-Thuoc, Guzmán, Quillaguamán, et al., 2010; Van-Thuoc, Guzmán, Thi-Hang, et al., 

2010), y para la obtención simultánea de ectoína y poli(3-hidroxibutirato) (Guzmán et al., 2009).  

Aunque los reactores de alimentación discontinua son los escogidos normalmente para 

los HCDC, existen otras opciones que pueden aportar otras ventajas. Los reactores continuos 

permiten un control fino de variables que no puede llevarse a cabo en cultivos discontinuos, y 

permiten alcanzar un estado estacionario metabólico/fisiológico, lo que favorece la 

reproducibilidad. En reactores continuos estándar, la biomasa máxima es menor que en los 

reactores de tipo discontinuo, debido a la pérdida continua de células en la salida del reactor. Sin 

embargo, se pueden alcanzar altas densidades celulares acoplando un sistema de retención, como 

la filtración tangencial, o mediante inmovilización celular (Riesenberg y Guthke, 1999; Obón et al., 

1999; Cánovas et al., 2003; Shiloach y Fass, 2005). Este sistema se ha aplicado recientemente en 

la producción de ectoína por C. salexigens DSM 3043 en un sistema de dos reactores continuos 

acoplados, el primero de ellos dedicado a la obtención de masa celular, y en el segundo, el medio 

con alta densidad celular del primero se sometía a un choque osmótico con medio hipotónico 

para liberar las ectoínas sintetizadas (Fallet et al., 2010). Hasta la fecha, este es el único caso de 

un proceso de producción de ectoína con reactores continuos. La excelente productividad 
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reportada por estos autores fomenta nuevas investigaciones en el desarrollo de sistemas de 

cultivo continuos para la producción de solutos compatibles.  

La principal ventaja del proceso de “ordeñado” es que permite la extracción del producto 

deseado de forma repetida, sin una pérdida significativa de la viabilidad celular. Aun así, como se 

ha explicado, es aplicable únicamente a microorganismos Gram negativos. De hecho, el choque 

hipoosmótico es ampliamente utilizado como procedimiento de extracción en muchos procesos 

de producción de ectoínas (Sauer y Galinski, 1998; Nagata et al., 2008; Van-Thuoc, Guzmán, 

Quillaguamán, et al., 2010; Fallet et al., 2010). En el caso de las bacterias Gram positivas, el medio 

de cultivo se cambia por agua destilada, seguido de una extracción con disolventes orgánicos 

(generalmente, metanol o etanol) para una separación completa de las ectoínas (Frings et al., 

1995; Onraedt et al., 2005). Para evitar el uso de disolventes orgánicos en la extracción, se ha 

descrito un método de permeabilización térmica, usando únicamente agua destilada como medio 

de intercambio (Schiraldi et al., 2006). El inconveniente principal de estos métodos de 

extracción/permeabilización es que las células no se pueden reciclar y devolver al reactor, lo que 

hace disminuir la productividad final del proceso. Además, la clase de método de recuperación 

utilizado tiene un gran impacto en las operaciones posteriores de concentración y purificación del 

producto. Mientras que los choques hipoosmóticos con agua destilada permiten una mejor 

retirada de las sales antes de la extracción con disolventes orgánicos o mediante permeabilización 

térmica, muy frecuentemente, estos choques deben llevarse a cabo en presencia de una 

concentración mínima de sal para mantener las células viables. Por tanto, es producto así 

obtenido ha de ser desalado posteriormente durante la purufucación (Sauer y Galinski, 1998; Van-

Thuoc, Guzmán, Quillaguamán, et al., 2010; Fallet et al., 2010). En los procesos industriales, las 

operaciones de separación y purificación vienen acopladas a la etapa de “ordeñado” o extracción. 

Si el proceso de ordeñado se ha empleado para la extracción, el desalado y concentración se 

realizan con técnicas cromatográficas, como resinas de intercambio catiónico o de retardo iónico 

(Sauer y Galinski, 1998). Por otro lado, la extracción de ectoína con disolventes orgánicos arrastra 

muchos más contaminantes, como sales y metabolitos y proteínas celulares, y hace necesarios 

varios pasos de purificación adicionales (centrifugación/filtración) (Frings et al., 1995; Onraedt 

et al., 2005), lo que plantea nuevas restricciones al desarrollo del proceso.  
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Tabla I.4.     Sistemas de reactor usados para la producción de ectoínas. 

 
X = no se informa. 
1. Transformada con el plásmido pASK con el operón ectABC de C. salexigens DSM 3043. 
2. La producción de PHB aumentó con cada ciclo de extracción por choque hipoosmótico. 
3. En mg/gPS·ciclo. 
4. Calculado para todo el proceso hasta el primer ciclo de extracción. 
5. Calculado para todo el proceso hasta el novena ciclo. 
6. Contenido total de ectoína. 
7. Ectoína excretada.8. La productividad máxima de hidroxiectoína fue 5,7 g/L·día, y se alcanzó en NaCl 
3,15 M en el segundo fed-batch. 
 

 
9. La densidad celular máxima fue 78,6 g/L, y se alcanzó en NaCl 2,12 M en el segundo fed-batch. 
10. Con un cambio de medio, durante el fed-batch. 
11. La temperatura óptima de permeabilización fue 55 °C. 
12. Para favorecer la producción de PHB, se dejó de proveer glutamato desde el principio del segundo fed-
batch. 
13. Sólo se proveyó glutamato en el primer fed-batch. 
14. La concentración de sal que se da es la del segundo fed-batch, la del primero fue 0,77 M. 
15. El choque hipoosmótico se hizo a temperatura ambiente. Se obtuvo un 100% de extracción con 
permeabilización térmica. 

Microorganismo Producto Subproductos Rendimien-
to (mg/gPS) 

Productivi-
dad 

(g/L·día) 

Biomasa 
máxima 

(g/L) 

Sistema de 
reactor 

Extracción del 
producto 

Fuente de 
carbono [NaCl] 

Excreción 
de ectoínas 

tras el 
choque 

Referencia 

Brevibacterium 
epidermis DSM 20659 Ectoína  160 2 50 Fed-batch 

Choque 
hipoosmótico, 
extracción con 

etanol 

Glutamato 
sódico y 

extracto de 
levaduras 

1 M 50% (Onraedt et al., 2005) 

Brevibacterium sp. 
JCM 6894 Ectoína  150 0,34 X Discontinuo Extracción con 

agua 

Polipeptona y 
extracto de 
levaduras 

2 M 50% (Nagata et al., 2008) 

Firmicutes Hidroxiectoína Glutamato 135 1,21 56 Fed-batch-
Discontinuo10 

Extracción con 
metanol 

Glucosa y 
peptona de 

pescado 
1,71 M 0% (Frings et al., 1995) 

Marinococcus sp. M52 Hidroxiectoína  70-80 0,8-0,9 45 Discontinuo-
Fed-batch10 

Permeabilizaci
ón térmica11 

Glucosa y 
peptona de 

pescado 
1,54 M 0%15 (Schiraldi et al., 2006) 

Chromohalobacter 
salexigens DSM 3043 

Ectoína, 
hidroxiectoína  540 (Ect) 

400 (H-Ect) 
32,5 (Ect) 

17,5 (H-Ect) 61 
Continuo con 

retención 
celular 

Choques 
hipoosmóticos Glucosa 1,84 M 95% (Fallet, Rohe, y Franco-lara, 

2010) 

Escherichia coli DH5α1 Ectoína  270 0,96 22 Discontinuo Excretado por 
las células Glucosa 0 M - (Schubert et al., 2007) 

Halomonas boliviensis 
DSM 15516 Ectoína, PHB Hidroxiectoína 170 3,4 33,5 Fed-batch en 

dos pasos 
Permeablizaci
ón térmica11 

Glucosa y 
glutamato 

sódico12 
21,314 M 95% (Guzmán et al., 2009) 

 Ectoína, 
hidroxiectoína PHB2 154 (Ect)  

36 (H-Ect) 
9,1 (Ect) 

2,0 (H-Ect)8 62,49 Fed-batch en 
dos pasos 

Choques 
hipoosmóticos 

Glucosa y 
glutamato 

sódico13 
25,514 M 75% (Van-Thuoc, Guzmán, 

Quillaguamán, et al., 2010) 

Halomonas elongata 
DSM 142 Ectoína Hidroxiectoína 1553 5,34, 1,35 48 Discontinuo-

Fed-batch 
Choques 

hipoosmóticos Glucosa 2,57 M 90% (Sauer y Galinski, 1998) 

Halomonas salina 
DSM 59280 Ectoína  3586, 2207 7,9 19,4 Discontinuo Excretado Glutamato 

sódico 0,5 M - (Zhang et al., 2009) 
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PERSPECTIVAS 

En general, las metodologías actuales para la producción a gran escala de ectoínas 

implican cultivos de alta densidad celular con alimentación discontinua y “ordeñado bacteriano” 

para la extracción (Tabla I.4). Estos bioprocesos se ven afectados por numerosos inconvenientes 

que están aún por resolver.  

Dado que la alta salinidad requerida en la mayor parte de los procesos descritos hasta 

ahora (hasta 2,5 M, Tabla I.1) puede afectar al equipamiento usado para el cultivo y a los 

procesos de separación y purificación posteriores, el principal objetivo debería centrarse en la 

identificación de nuevas cepas naturales productoras de ectoínas o el desarrollo de nuevos 

biocatalizadores capaces de producir ectoínas en concentraciones de sal bajas o moderadas. 

Además de esto, las células deberían poder crecer hasta altas densidades y los procesos 

deberían ser adaptables a los escalados demandados por la producción industrial. También 

queda espacio para la mejora de las operaciones de separación y purificación. Recientemente, 

el desarrollo de un procedimiento para extracción de ectoína mediante permeabilización celular 

ha puesto de manifiesto las ventajas de técnicas más respetuosas con el medio ambiente 

(Schiraldi et al., 2006). Y además, puede ya preverse la mejora del ordeñado bacteriano o incluso 

el desarrollo de cepas excretoras de ectoína (Zhang et al., 2009).  

Es posible que la siguiente generación de tecnologías se centre en cepas productoras de 

ectoínas que puedan usar fuentes de carbono baratas. Un ejemplo podría ser tecnología basada 

en CO2 (fotótrofos) o CH4 (metanótrofos). Se han reportado varios casos de productores de 

ectoínas fotótrofos y metanótrofos. Resulta muy interesante explorar el potencial tecnológico 

de estos cultivos, ya que tales tecnologías podrían ser beneficiosas para el medio ambiente si 

están ligadas a la mitigación de CO2 o CH4.  

Como se ha dicho más arriba, aún se necesitan mayores esfuerzos para mejorar las 

estrategias de cultivo microbiano a gran escala, particularmente para microorganismos 

extremófilos. Una mayor eficiencia en la producción de biomasa dependerá de la capacidad para 

redirigir flujos metabólicos para optimizar el crecimiento y para adaptar las estrategias de cultivo 

actuales de manera que cumplan con las necesidades microbianas mediante el control de 

parámetros como la agitación, pH, salinidad y aireación. Se necesita una mejor descripción del 

metabolismo central de las cepas productoras, poniendo especial interés en la capacidad de usar 

la fuente de carbono para la generación de energía y componentes metabólicos básicos, y al 

mismo tiempo, una síntesis equilibrada de ectoínas. Con el fin de mejorar la eficacia metabólica,  

los ciclos fútiles y los mecanismos de del metabolismo overflow deben de poder ser descritos, 
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entendidos y minimizados. Asimismo debe de profundizarse en el conocimiento de los 

mecanismos reguladores implicados en el control coordinado de ectoínas y aminoácidos de la 

familia del aspartato, así como en la identificación de cuellos de botella metabólicos que deban 

ser objetivo de ingeniería genética. Todo esto implicará una caracterización bioquímica 

exhaustiva de las enzimas implicadas y de su regulación por producto.  

Para terminar, se necesita abordar estas tareas desde la perspectiva de la Biología de 

Sistemas para la comprensión del proceso de producción de ectoínas, que describa la conexión 

entre las rutas biosintéticas con el metabolismo central. La base para la identificación de nuevas 

estrategias de optimización serán los modelos metabólicos que describan la actividad de las 

cepas. Un modelo que comprenda tanto el metabolismo como el reactor, y que conecte la 

macrocinética del reactor con la microcinética celular, debería mostrar puntos de control a 

niveles macroscópicos (operaciones en el reactor) y microscópicos (moleculares) en los que se 

pueda incrementar la conversión y la productividad.  

 

CONCLUSIONES 

En esta revisión, se han discutido los usos actuales y la importancia de las ectoínas, 

desde la protección y estabilización de proteínas y ácidos nucleicos hasta su papel como 

terapéutico para ciertas enfermedades evitando daños a células completas y pérdida de 

viabilidad. El gran número de aplicaciones identificadas hasta ahora, junto con algunas nuevas 

que se prevén para los próximos años, llevará de forma segura a un crecimiento de la demanda 

mundial de ectoínas. En los últimos años, este hecho ha dado lugar a la multiplicación de 

intentos de mejorar la producción con bacterias.  

Las metodologías actuales para la producción de ectoínas a gran escala surgen de 

estudios iniciales fundamentales de su papel en la osmoprotección microbiana. Los ingenieros 

de bioprocesos han desarrollado metodologías escalables para el cultivo industrial de 

microorganismos halófilos y para la recuperación de estos solutos compatibles. Hasta ahora, los 

esfuerzos de la ingeniería molecular para la generación de productores mesófilos recombinantes 

no han tenido demasiado éxito. Con el fin de desarrollar nuevos procesos más eficientes, han de 

diseñarse nuevas estrategias, y la Ingeniería Metabólica y la Biología de Sistemas son 

herramientas de gran valor para abordar de una forma racional el desarrollo de 

microorganismos mejorados. Por tanto, se prevé una cooperación más estrecha entre 

investigación fundamental e investigación aplicada.
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OBJETIVOS 

 

El objetivo fundamental de esta Tesis es el que queda recogido en su título, es decir, 

analizar las características globales más significativas del metabolismo de C. salexigens, y su 

relación con las adaptaciones que ha desarrollado este halófilo para mantener la homeostasis 

celular en un rango de salinidades amplio. Se busca además aprovechar este conocimiento 

para estudiar las condiciones óptimas de cultivo que permitan mejor las estrategias de 

producción de ectoínas. Para un problema de estas características se debe partir de un 

enfoque doble: por un lado recopilar y analizar la información disponible en recursos 

bibliográficos e informáticos (anotación genómica, bases de datos genéticos y metabólicos 

públicas…), y con base en este conocimiento dirigir la planificación del trabajo experimental. 

Este objetivo amplio puede desglosarse en los siguientes objetivos subordinados: 

 

1. Recopilar la información genética y metabólica de C. salexigens disponible en la 

anotación genómica, y bases de datos metabólicas, para obtener una imagen del 

metabolismo central previa que ayude a diseñar los experimentos planteados en los 

objetivos siguientes. Se hará hincapié en el análisis de las rutas del metabolismo de 

las fuentes de carbono y nitrógeno y las rutas relacionadas con la producción de 

solutos compatibles (Capítulo III). 

2. Analizar el metabolismo de C. salexigens a diferentes salinidades. Determinar los 

principales flujos extracelulares a diferentes salinidades: síntesis de biomasa, 

ectoínas, consumo de fuente de carbono (glucosa), consumo de fuente de nitrógeno 

(amonio), y excreción de productos secundarios (ácidos orgánicos) (Capítulo III). 

3. Determinar flujos de carbono intracelulares a diferentes salinidades. Se emplearán 

fuentes de carbono marcadas isotópicamente que permitan identificar la 

contribución individual al flujo metabólico de rutas paralelas. Se analizará la 

topicidad de las principales rutas de interés, estableciéndose la contribución de cada 

una de ellas a la incorporación de la marca a los productos metabólicos que se 

puedan analizar. Se hará hincapié en las rutas relacionadas con el consumo de la 

fuente de carbono y en la formación de precursores biosintéticos de ectoínas. 

(Capítulo III).  

4. Estudiar el efecto de la composición del medio sobre el crecimiento, la síntesis de 

ectoínas y la excreción de productos secundarios, en particular de la proporción de 

fuentes de carbono y nitrógeno en el medio, y del efecto del tipo de fuente de 

nitrógeno utilizada. (Capítulo IV). 
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5. Aplicar la información obtenida del objetivo 4 para diseñar una composición de 

medio de cultivo y una estrategia de cultivo dirigidas a maximizar la producción de 

biomasa y ectoínas y minimizar la producción de productos secundarios. (Capítulo 

IV). 

6. Analizar la fisiología de C. salexigens durante el consumo de fructosa como fuente 

de carbono y compararla con el consumo de glucosa. Analizar el efecto de la fuente 

de carbono sobre el crecimiento, la producción de ectoínas y la excreción de ácidos 

orgánicos. (Capítulo V). 

7. Identificar las rutas de consumo de la fuente de carbono basado en la información 

disponible en bases de datos; demostrar experimentalmente y cuantificar la 

contribución de estas rutas para la fisiología celular. Asignar algunos de los pasos 

enzimáticos clave de las rutas empíricamente. (Capítulo V). 
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La relación entre metabolismo central y 
osmoadaptación en Chromohalobacter 

salexigens 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Este capítulo es una adaptación del siguiente trabajo: 
 

Pastor J M, Bernal V, Salvador M, Argandoña M, Vargas C, Csonka L N, Sevilla A, Iborra J L, Nieto J J, 
Cánovas M. 

“Role of central metabolism in the osmoadaptation of the halophilic bacterium Chromohalobacter 
salexigens” 

The Journal of Biological Chemistry 2013;288:17769. 

 



 



   Capítulo III 
 

RESUMEN 

La osmoadaptación bacteriana implica la acumulación en el citoplasma de solutos compatibles 

para contrarrestar la osmolaridad extracelular. La bacteria halotolerante y halófila 

Chromohalobacter salexigens es capaz de crecer en concentraciones de NaCl de hasta 3 M en 

medio mínimo gracias a la síntesis de novo de ectoínas. Esta ruta de síntesis está 

osmorregulada, y su funcionamiento sobrecarga las rutas del metabolismo central retirando 

gran cantidad de intermedios metabólicos del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT). En 

consecuencia, el metabolismo de C. salexigens se ha adaptado para sostener esta ruta 

biosintética, siendo más eficiente a alta salinidad que a baja salinidad, como ponen de 

manifiesto el menor consumo de glucosa, menor acumulación de subproductos , y un mayor 

rendimiento en biomasa. A baja salinidad, se acumulan extracelularmente productos 

secundarios (principalmente gluconato, piruvato y acetato). Empleando [1-13C]-, [2-13C]-, [6-
13C]- y [U-13C6]glucosa como fuente de carbono, se logró determinar qué rutas del 

metabolismo central están implicadas en la síntesis de ectoínas a partir de glucosa. C. 

salexigens utiliza la ruta de Entner-Doudoroff con preferencia sobre la ruta glucolítica estándar 

para el catabolismo de la glucosa, y la actividad anaplerótica es alta para reponer los 

intermedios del CAT que se retiran para la síntesis de ectoínas. Las razones entre flujos 

metabólicos a alta y baja salinidad resultaron similares, lo que revela cierta rigidez metabólica, 

debida probablemente a la especialización en sostener altos flujos de biosíntesis, y explica en 

parte por qué los rendimientos metabólicos se ven tan afectados por la salinidad. Este trabajo 

representa una importante contribución para la elucidación de las adaptaciones metabólicas 

específicas en bacterias acumuladoras de solutos compatibles.  
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INTRODUCCIÓN 

En los microorganismos halófilos el crecimiento requiere unos niveles de 

concentración salina relativamente altos. Debido a la diversidad de ambientes en los que 

pueden desarrollarse, estos microorganismos tienen fisiologías muy variadas. La diversidad 

metabólica de los microorganismos halófilos y halotolerantes se halla condicionada por la 

adaptación a nichos ambientales específicos (un caso muy evidente es el de las bacterias 

alcalófilas, metanófilas o termofílicas) así como por los mecanismos de osmoadaptación que 

han desarrollado para enfrentarse a la salinidad (Cayol et al., 2000; Oren y Mana, 2003; 

Trotsenko y Khmelenina, 2002). Como consecuencia de todo ello, las rutas metabólicas que 

escogen para la asimilación de las fuentes de carbono son igualmente diversas.  

Globalmente, las diferentes estrategias de osmoadaptación se pueden clasificar en dos 

tipos principales. Las arqueas aerobias extremadamente halófilas, bacterias fermentadoras 

halófilas y la bacteria halófila extrema Salinibacter ruber emplean la estrategia “salt-in”, 

consistente en la acumulación de iones K+ y Cl- en el citoplasma bacteriano (Oren, 1999; Oren 

et al., 2002; Roberts, 2004). Una mayor variedad de organismos, entre ellos todas las bacterias 

mesófilas, algas halófilas, arqueas metanógenas halófilas y bacterias aerobias halotolerantes y 

halófilas, emplean la estrategia “organic solutes-in”, que implica la acumulación de solutos 

orgánicos compatibles (Severin et al., 1992). Entre las eubacterias halófilas que emplean la 

estrategia “organic solutes-in” es más frecuente una aerobiosis estricta debido a que la síntesis 

de solutos compatibles es un proceso energética y metabólicamente muy costoso (Ventosa 

et al., 1998). Químicamente, los solutos compatibles se pueden clasificar en unas pocas 

familias de compuestos: azúcares (sacarosa y trehalosa), polioles (glicerol, glucosilglicerol, 

manosilglicerol y arabitol, entre otros), aminoácidos (glutamina y derivados, prolina, alanina), 

aminas cuaternarias (betaínas y colina) y ectoínas (ectoínas y β-hidroxiectoína). La ectoína es 

uno de los solutos compatibles más ampliamente distribuidos. Muchas especies productoras 

de ectoína sintetizan al mismo tiempo cantidades menores de hidroxiectoína (Pastor et al., 

2010). Cuando están presentes en el medio de crecimiento, tanto estos compuestos como sus 

precursores pueden ser incorporados del mismo. Cuando las células han de crecer en medios 

carentes de solutos compatibles, estos compuestos sólo pueden acumularse tras una síntesis 

de novo (Vargas et al., 2008).  

Chromohalobacter salexigens DSM 3043 (anteriormente Halomonas elongata DSM 

3043) es una γ-proteobacteria de la familia Halomonadaceae (Arahal et al., 2001). Esta 

bacteria es capaz de crecer en uno de los rangos de salinidad más amplios encontrados en la 

naturaleza (Canovas et al., 1997; Arahal et al., 2001). En C. salexigens, la osmoadaptación se 
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consigue principalmente mediante la acumulación de ectoína e hidroxiectoína (Vargas et al., 

2008). La ruta de síntesis de ectoínas se estableció a partir de estudios realizados en C. 

salexigens y Halomonas elongata (Peters y Galinski, 1990; Eisenberg, 1991; Cánovas et al., 

1999; Prabhu et al., 2004; García-Estepa et al., 2006).  

La disponibilidad de la secuencia completa del genoma de C. salexigens (Copeland 

et al., 2011) plantea una oportunidad para comprender las características metabólicas 

específicas de este microorganismo halófilo y de la relevancia de éstas para la 

osmoadaptación. Durante el crecimiento normal, los flujos metabólicos se dirigen de forma 

sustancial hacia rutas biosintéticas, retirando metabolitos intermediarios del metabolismo 

central. Por ello es crucial una eficacia y acoplamiento perfectos de las rutas metabólicas que 

conectan las fuentes de carbono con los productos finales (en nuestro caso, los solutos 

compatibles). Existen dos rutas principales para el catabolismo de azúcares hacia piruvato: la 

glucólisis (ruta de Embden-Meyerhof) (EM) y la ruta de Entner-Doudoroff (ED) (Werner et al., 

2010). La importancia fisiológica de dichas rutas para el crecimiento de C. salexigens no se 

conoce aún (Werner et al., 2010; Ates et al., 2011; Copeland et al., 2011). La síntesis de 

ectoínas consume por un lado acetil-coenzima A, producido por la descarboxilación oxidativa 

del piruvato y, por otro, oxalacetato (OAA), el cual es un intermedio del ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos (CAT) y ha de ser repuesto por rutas anapleróticas (Copeland et al., 2011). La 

relación entre flujos metabólicos de anaplerosis y rutas catabólicas tiene una gran relevancia 

en la adaptación metabólica.  

El número de estudios metabólicos en bacterias halófilas y halotolerantes es escaso, 

especialmente cuando el objetivo de dichos estudios se centra en la biosíntesis de solutos 

compatibles. En el presente trabajo, se ha profundizado en el rol del metabolismo central en la 

osmoadaptación de C. salexigens. Mediante el rastreo de marcaje isotópico, se han analizado 

las rutas para el catabolismo de la glucosa y la forma en que el metabolismo central se 

enfrenta con la gran carga metabólica que supone la biosíntesis de ectoínas. Los resultados de 

este trabajo muestran cómo las adaptaciones desarrolladas por esta bacteria afectan a la 

eficacia metabólica a diferentes salinidades y representan un paso más en la comprensión de 

la fisiología de las bacterias halófilas y halotolerantes.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas  bacterianas y cultivos 

A lo largo de este trabajo se ha usado C. salexigens CHR61, un mutante espontáneo de 

C. salexigens DSM 3043T resistente a rifampicina. Para la producción de ectoína y la 

caracterización de rutas metabólicas, esta cepa se hizo crecer en medio mínimo M63 (pH 7,2) 

con 16,3 g/litro de KH2PO4, 4,2 g/litro de KOH, 2 g/litro de (NH4)2SO4, 39,5 mg/litro de 

MgSO4·7H2O y 0,5 mg/litro de FeSO4·7H2O. El medio M63 se complementó con 35,0, 43,8, 

146,0 o 175,2 g/litro de NaCl (correspondientes a 0,6, 0,75, 2,5 y 3 M). Como fuente de 

carbono se empleó glucosa 20 mM. Se hicieron crecer cultivos aerobios en discontinuo con un 

volumen de medio de cultivo de 100 ml en frascos Erlenmeyer de medio litro a 37ºC en un 

agitador orbital a 210 rpm.  

Los cultivos se iniciaron a partir de un stock mantenido en glicerol al 20%. Los 

precultivos se hicieron crecer en medio SW-2 (con un contenido total de sales del 2%, ó 0,3 M) 

compuesto por 15,6 g/litro de NaCl, 4,07 g/litro de MgSO4·7H2O, 2,6 g/litro de MgCl2·6H2O, 

0,4 g/litro de KCl, 67 mg/litro de CaCl2·2H2O, 47 mg/litro de NaBr y 13 mg/litro de NaHCO3 

(Vargas et al., 1997). Los cultivos en M63 se inocularon con un precultivo crecido durante una 

noche en SW-2 hasta una absorbancia (A600) inicial de 0,025. Los stocks en glicerol, los medios 

sólidos de cultivo y los precultivos se suplementaron con rifampicina hasta una concentración 

final de 25 µg/ml.  

 

Procedimientos analíticos 

Crecimiento celular 

Para medir la concentración celular, éstas se resuspendieron en una disolución de NaCl 

de concentración adecuada (entre 0,6 y 3 M), y su absorbancia se midió a 600 nm (Novaspec 

Plus Visible Spectrophotometer, Amersham Biosciences). Se estableció una correlación entre el 

peso seco celular (gPS) y A600 para la cepa empleada, según las siguientes ecuaciones empíricas: 

gPS/litro = 0,597·A600 (para cultivos en 0,6 M), gPS/litro = 0,557·A600 (para 0,75 M), y gPS/litro = 

0,532·A600 (para 2,5 y 3 M). 

Determinación de ácidos orgánicos extracelulares 

Los ácidos orgánicos extracelulares se determinaron mediante cromatografía de intercambio 

iónico. El acetato se analizó en un equipo de HPLC Shimadzu LC-10 (Shimadzu Scientific 
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Instruments, Columbia, MD), equipado con detectores de índice de refracción diferencial y de 

diodo (para UV) (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, E.E.U.U.). Se usó una columna de 

intercambio catiónico HPX-87H (Bio-Rad) para la separación de los ácidos orgánicos. La fase 

móvil fue H2SO4 5 mM a un caudal de 0,5 ml/min y 45ºC. Para la detección y cuantificación de 

gluconato (m/z 195), piruvato (m/z 87), lactato (m/z 89) y citrato (m/z 191) se empleó 

espectrometría de masas acoplada a HPLC (HPLC-MS). Los análisis se llevaron a cabo con un 

equipo de HPLC Agilent 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, E.E.U.U.), acoplado a un 

espectrómetro de masas de un cuadrupolo Agilent 6120 con una fuente de ionización 

mediante electrospray ortogonal. El espectrómetro de masas se hizo operar en modo de 

ionización por electrospray negativa, usando el modo SCAN en un rango de m/z de 50 a 300, 

mientras que el modo de seguimiento del ion seleccionado se usó para la relación m/z de cada 

compuesto. El voltaje del espray de iones se fijó en 3500 V. Se empleó nitrógeno a un caudal 

de 12 litros/min como gas de nebulización a una presión de 40 (unidades arbitrarias) y como 

gas auxiliar. El capilar de transferencia de iones se calentó a 350ºC. El voltaje de fragmentación 

se fijó en 70 V. La separación se llevó a cabo a partir de un volumen de inyección de 10 µl, 

empleando la misma columna y en las mismas condiciones que en el método anterior, 

sustituyendo el H2SO4 5 mM por ácido fórmico al 0,1%. Se recogieron los datos con un 

ordenador usando el software Agilent Station.  

Estudios de marcaje isotópico y espectroscopía de RMN 

Para los experimentos de marcaje, se hicieron crecer células en 100 ml de medio M63 

en presencia de glucosa marcada isotópicamente (CortecNet, Voisins-Le Bretonneux, Francia). 

Los sustratos marcados isotópicamente usados fueron 100% de [1-13C]-, [2-13C]- y [6-
13C]glucosa o 20% de [U-13C6]glucosa. Los cultivos se cosecharon entre la mitad y el final de la 

fase exponencial (A600 entre 1,5 y 3), y se separaron las células de los sobrenadantes mediante 

centrifugación (15 min a 16000 x g, 4oC). 

Los sobrenadantes se concentraron mediante liofilización, se resuspendieron en 1 ml 

de metanol deuterado (Sigma) y se usaron para la identificación de subproductos 

extracelulares. Los espectros de resonancia magnética nuclear de 13C (13C-RMN) se registraron 

con un espectrómetro Brucker AV200 a 200 MHz y 25ºC, con un tiempo de relajación de 1,5 s. 

Se asignaron las señales de piruvato, gluconato y acetato por comparación con 

desplazamientos químicos previamente publicados (Spectral Database for Organic 

Compounds) y se confirmaron comparando con los espectros 13C-RMN de los compuestos 

puros.  
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Los solutos compatibles (ectoínas, glutamato y trehalosa) y los lípidos de membrana se 

extrajeron mediante una variación del protocolo descrito por García-Estepa et al. (García-

Estepa et al., 2006) . La fase acuosa se empleó para el análisis de solutos compatibles, y la fase 

orgánica para el de los lípidos de membrana. Se registraron los espectros a 25ºC usando un 

espectrómetro Brucker AV400 y Brucker AV600 a 400 y 600 MHz, respectivamente, y un 

tiempo de relajación de 3 s. Para la cuantificación relativa se integraron las áreas de los picos. 

Determinación espectrofotométrica de los consumos de glucosa y amonio 

La glucosa extracelular se determinó con un kit específico para glucosa (basado en la 

actividad hexoquinasa) (GAHK20, Sigma). El amonio extracelular se determinó con otro kit 

enzimático (11112732035, de R-Biopharm, Darmstadt, Alemania). Ambos kits se utilizaron de 

acuerdo con las indicaciones de los fabricantes. Las medidas se llevaron a cabo en un lector de 

microplacas de 96 pocillos Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, E.E.U.U.) 

 

Ensayos enzimáticos 

Todos los ensayos enzimáticos se optimizaron para las condiciones, medios y el 

microorganismo empleados en este estudio. Las medidas se llevaron a cabo en un lector de 

microplacas de 96 pocillos Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, E.E.U.U.). Se definió una unidad de 

actividad enzimática como el número de micromoles de sustrato consumido o de producto 

formado por minuto, y se normalizó con respecto a los miligramos de proteína (U/mg). 

En cada caso, se extrajeron muestras comprendiendo el volumen completo de cultivo, 

y se centrifugaron (15 min a 16000 x g, 4oC) y resuspendieron las células en tampón fosfato 65 

mM (pH 7,5). Se precedió a la sonicación de las células en un baño con hielo empleando un 

sonicador ultrasónico Vibra Cell VC 375 con una sonda de 3 mm de diámetro (Sonic Materials, 

Danbury, E.E.U.U.), y se centrifugó nuevamente (20 min a 16000 x g, 4ºC). Los sobrenadantes 

(extracto libre de células) se emplearon para las medidas de actividad enzimática posteriores. 

La concentración de proteína en estos extractos libres de células se cuantificó mediante el 

método del ácido bicinconínico (BCA), usando un kit específico comercial (BCA Protein Assay 

kit, Pierce).  

Los protocolos para la determinación de la actividad 6-fosfofructoquinasa (Pfk) (Peng y 

Shimizu, 2003), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwf) (Peng y Shimizu, 2003), citrato sintasa 

(Cs) (Peng y Shimizu, 2003), isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+/NAD+ (Icdh) 

(Aoshima et al., 2003), piruvato carboxilasa (Pc) (Buch et al., 2008), fosfoenolpiruvato 
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carboxilasa (Ppc) (Buch et al., 2008), isocitrato liasa (Icl) (Aoshima et al., 2003), enzima málico 

(Mae) (van der Werf et al., 1997), aspartato aminotransferasa (AspAT) (Yagi et al., 1976) y 

glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH y de NADH (Gdh) (Tesch et al., 1999) se 

optimizaron específicamente para C. salexigens (ver sección Ensayos de actividad enzimática 

en Anexo III).  

 

Análisis in silico de homología de proteínas 

El genoma completo de C. salexigens se haya completamente secuenciado y anotado y 

está disponible en la red. Sin embargo, la anotación de este genoma se ha hecho de forma 

automatizada a partir de estudios de homología de los marcos abiertos de lectura (ORFs) de 

genes de otros muchos microorganismos, y por tanto es muy probable que haya algunas 

asignaciones incorrectas o falte información relevante. Con el objetivo de analizar con mayor 

detalle las asignaciones de los ORFs a las rutas metabólicas más relevantes para este estudio, 

se comparó la reconstrucción metabólica realizada por Ates et al. (Ates et al., 2011) con la 

información disponible en las bases de datos de genomas secuenciados, tales como la Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa y Goto, 2000), y MetaCyc (Caspi et al., 

2012), las cuales están respaldadas por datos experimentales. Las secuencias tanto de 

proteínas como de genes se compararon usando BLAST (Ye et al., 2006). Asimismo, se llevaron 

a cabo análisis de dominios proteicos (Conserved Domain Database, www.ncbi.nih.gov), 

localización y topología de proteínas (Signal P 4.0 server) y del contexto genómico.  

 

Predicción de distribución del marcaje isotópico 

Se seleccionaron tres variantes posicionales de glucosa marcada isotópicamente: [1-
13C]-, [2-13C]- y [6-13C]glucosa, escogidos específicamente para evaluar la importancia relativa 

de diferentes rutas del metabolismo central, siguiendo criterios ya descritos (Klapa et al., 1999; 

Metallo et al., 2009). Se predijeron los patrones de incorporación del marcaje isotópico 

procedente de la glucosa en piruvato y acetil-coenzima A, vía glucólisis o ruta de Entner-

Doudoroff.  
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RESULTADOS 

La alta salinidad favorece la síntesis de biomasa y producción de ectoínas por C. salexigens 

Con el fin de estudiar el efecto de la salinidad del medio en el metabolismo de C. 

salexigens, se cuantificó la producción de biomasa y de ectoínas en cultivos crecidos con 

glucosa como única fuente de carbono en distintas concentraciones de sal (0,6, 0,75, 2,5 y 3 

M). La producción máxima de biomasa aumentó con la salinidad hasta 2,5 M de NaCl (Tabla 

I.1), mientras que la velocidad de crecimiento resultó óptima en medio mínimo M63 con 0,75 

M de NaCl (Figura I.1) (García-Estepa et al., 2006; Vargas et al., 2008).  

En trabajos anteriores se demostró que el contenido intracelular de ectoínas aumenta 

con la salinidad (García-Estepa et al., 2006), hecho que está de acuerdo con el papel de las 

ectoínas en la osmoprotección. Los coeficientes estequiométricos de síntesis de ectoínas a 

partir de biomasa (YEct/X) indicaron que el contenido total de ectoínas es directamente 

proporcional a la salinidad (Tabla I.1 y Figura I.2A). No obstante, la velocidad de producción de 

ectoínas resultó máxima a 2,5 M de NaCl (Tabla I.1). La proporción entre hidroxiectoína y 

ectoína aumentó junto con la salinidad hasta 2,5 M (Tabla I.1 y Figura I.2.A), y se observó una 

correlación negativa entre el contenido relativo en ectoínas y proteínas y la salinidad (Figura 

I.2B).  

 

Tabla I.1. Crecimiento y producción de ectoínas por C. salexigens a diferentes concentraciones 
de NaCl. Los cultivos crecieron a 37oC en medio mínimo M63 con glucosa 20 mM y amonio 30 
mM como únicas fuentes de carbono y amonio, respectivamente (ver Materiales y Métodos 
para mayor detalle). 

Concentración 
de NaCl   

Biomasa 
máxima  

 
YEct/X

a 
Velocidad de síntesis 

de ectoínas 
Ratio 

hidroxiectoína/ectoína 

M gPS/L mmol/gPS mmol/gPS·h  

0,6 1,40 ± 0,07 0,18 ± 0,01 0,049 ± 0,003 0,048 ± 0,097 

0,75 1,76 ± 0,03 0,45 ± 0,01 0,127 ± 0,004 0,106 ± 0,030 

2,5 2,48 ± 0,02 1,10 ± 0,05 0,174 ± 0,008 0,507 ± 0,037 

3 2,03 ± 0,26 1,68 ± 0,09 0,159 ± 0,009 0,423 ± 0,036 
 

aCoeficiente estequiométrico de producción de ectoínas. Tanto YEct/X como la velocidad de 
producción de ectoínas se determinaron en la fase exponencial del crecimiento, mientras que 
la biomasa máxima y la ratio hidroxiectoína/ectoína se obtuvieron en la fase estacionaria.  
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Figura I.1. Efecto de la concentración de NaCl sobre la producción de ectoínas y el consume de las fuentes de carbono y nitrógeno en C. salexigens. (A) 
Contenidos celulares de ectoína e hidroxiectoína. (B) Contenido relativo en proteínas y ectoínas, expresado como porcentaje del total de proteínas más 
ectoínas. La suma de ambos contenidos resultó aproximadamente constante en todas las condiciones probadas (0,423 ± 0,055 g/gPS). (C) Coeficientes 
estequiométricos de consumo de glucosa (barras oscuras) y de amonio (barras claras). La relación molar entre ambos coeficientes (amonio/glucosa) aparece 
indicada con círculos. Los cultivos se hicieron crecer a 37oC en medio mínimo M63 con glucosa 20 mM y amonio 30 mM como únicas fuentes de carbono y 
nitrógeno, respectivamente.    
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Consumo de fuentes de carbono y nitrógeno 

Dado que la biosíntesis de ectoínas tiene lugar a expensas de intermediarios del 

metabolismo central, es de esperar que dicho proceso suponga una carga para el 

metabolismo. Con objeto de determinar los cambios metabólicos dependientes de la salinidad, 

se hizo un seguimiento de los nutrientes y los productos secundarios excretados a diferentes 

salinidades.  

La glucosa es la fuente de carbono preferida por C. salexigens (Canovas et al., 1996). El 

coeficiente estequiométrico de consumo de glucosa resultó muy afectado por la salinidad 

extracelular, siendo máximo a 0,6 M de NaCl, y decreciendo hasta en un 75% a 3 M de NaCl 

(Figura I.2C). El consumo de amonio tuvo un comportamiento muy distinto, ya que el 

coeficiente estequiométrico de la incorporación de amonio permaneció prácticamente 

constante e independiente de la salinidad (Figura I.2C). Este es un hecho destacable, dado que, 

en principio, cabe esperar que la alta producción de ectoínas que exigen las salinidades más 

elevadas implique una mayor demanda de fuente de nitrógeno. Para alcanzar una mejor 

comprensión de las alteraciones globales del metabolismo a distintas salinidades, se calculó la 

relación molar entre el consumo de amonio y el de glucosa. Dicho parámetro aumentó con la 

salinidad hasta 2,5 M NaCl (Figura I.2C), y además se observó una correlación positiva entre la 

relación molar amonio/glucosa y la velocidad específica de producción de ectoínas (Figura I.2, 

A y B). 

Globalmente, estos hallazgos indican que el enlentecimiento del crecimiento y el 

metabolismo a altas concentraciones de sal favorecen la producción de biomasa, hecho que 

concuerda con el efecto ya observado previamente a concentraciones de sal superiores a 1,5 

M (Canovas et al., 1996). Esto subraya el hecho de que la mayor eficacia de los metabolismos 

de carbono y nitrógeno a altas salinidades es consecuencia de una especialización para poder 

enfrentar un entorno muy exigente.  
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Figura I.2. Evolución de la composición del medio extracelular de cultivos discontinuos 
crecidos en glucosa 20 mM y NaCl (A) 0,6 M, (B) 0,75 M y (C) 2,5 M. Símbolos utilizados: 
círculos negros, formación de biomasa; cuadrados negros, concentración de glucosa; círculos 
blancos, gluconato; cuadrados blancos, piruvato; triángulos blancos, acetato.  
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 Cuantificación de ácidos orgánicos excretados por C. salexigens, y metabolismo overflow 

La presencia de gluconato, acetato, piruvato y cantidades menores de lactato en los 

sobrenadantes de los cultivos crecidos en NaCl 0,6 y 0,75 M apuntaban a la presencia de un 

posible metabolismo overflow o rebosadero. Se cuantificaron los consumos de glucosa y 

amonio y la producción y reutilización de ácidos orgánicos a tres salinidades diferentes. En 

cualquiera de las tres, la glucosa resultó el nutriente limitante, ya que su agotamiento marcó la 

entrada en fase estacionara. En cambio, una concentración cercana a 15 mM de amonio 

estaba aún presente en el medio al final del crecimiento de cada cultivo (datos no mostrados). 

En NaCl 0,6 y 0,75 M se produjo acetato durante la fase exponencial de crecimiento (Figura I.1, 

A y B), aunque a alta salinidad (NaCl 2,5 M) el acetato extracelular resultó prácticamente 

indetectable (Figura I.1C). La velocidad específica de producción de piruvato durante la fase 

exponencial disminuyó conforme aumentó la concentración de sal (Tabla I.2). El acetato y el 

piruvato se reasimilaron una vez la glucosa extracelular se había agotado, en contraste con el 

gluconato, que se acumuló en el medio de cultivo durante la primera parte de la fase 

exponencial del crecimiento y se consumió junto con la glucosa durante la segunda mitad de la 

fase exponencial, aproximadamente (Figura I.1). Como se muestra en la Tabla I.2, gluconato, 

piruvato y acetato fueron los principales productos excretados. Las velocidades de producción 

de los dos últimos presentaron una correlación inversa con la concentración de sal y el 

rendimiento en biomasa. En conjunto, estos datos apuntan hacia un incremento de la eficacia 

metabólica a altas salinidades.  

 

Tabla I.2. Velocidades específicas de producción/consumo de los principales solutos 
extracelulares. Los cultivos crecieron en medio mínimo M63 con glucosa. Ver Anexo III para 
mayor detalle. 

 
Todas las velocidades, salvo en el caso del lactato, se calcularon en la fase exponencial 
temprana del crecimiento y están expresadas en mmol/gPS·h. 
*La velocidad de producción de lactato viene dada en µmol/gPS·h. 

  

[NaCl] (M) Glucosa Amonio Gluconato Piruvato Lactato* Acetato 

0,6 14,28 ± 1,28 3,73 ± 2,87  0,87 ± 0,31 2,25 ± 1,20 0,00 ± 0,00 0,43 ± 0,17 
0,75 11,73 ± 3,24 6,46 ± 0,75 1,14 ± 0,38 1,66 ± 0,51 13,20 ± 9,50 0,53 ± 0,20 

2,5 2,10 ± 0,18 2,48 ± 0,40 0,97 ± 0,47 0,30 ± 0,17 0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,01 
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La presencia de estos compuestos en los cultivos indicaba un posible metabolismo 

overflow a bajas salinidades. Esto podría ser el resultado de la limitación del catabolismo de 

glucosa por alguna razón que junto con una demanda reducida de producción de ectoínas, 

llevara a una mayor excreción de productos secundarios.  

 

Análisis in silico e in vitro de las rutas metabólicas relacionadas con la síntesis de precursores 

de ectoínas 

Análisis in silico 

La acumulación de solutos compatibles a altas salinidades impone una carga 

metabólica a la célula. Los resultados descritos en los apartados anteriores son un reflejo de 

que la osmoadaptación en C. salexigens tiene implicaciones en el desempeño del 

metabolismo. El genoma de C. salexigens ha sido anotado de forma automatizada, y se han 

publicado análisis preliminares de dicha anotación (Csonka et al., 2005; Copeland et al., 2011) 

y la primera reconstrucción metabólica basada en el genoma completo (Ates et al., 2011). Para 

comprender mejor la interacción entre osmoadaptación y metabolismo, se evaluaron de forma 

crítica varias de las rutas de la reconstrucción relacionadas con el metabolismo central, con 

especial énfasis en aquellas implicadas en la síntesis de precursores de ectoínas así como de 

los metabolitos encontrados en los sobrenadantes. Para ello, se llevaron a cabo los siguientes 

pasos: (i) estudios de homología utilizando la información de microorganismos relacionados, 

como los pertenecientes a las familias de Pseudomonas y Enterobacterias, y bacterias 

halotolerantes disponibles en bases de datos como MetaCyc y KEGG (Kanehisa y Goto, 2000; 

Caspi et al., 2012); (ii) análisis de los dominios conservados de proteínas, sublocalización 

celular proteica y contexto genómico; (iii) experimentos de crecimiento con D-glucono-1,5-

lactona, D-gluconato y 2-ceto-D-gluconato como fuentes de carbono y (iv) revisión de datos de 

la bibliografía.  

El análisis del genoma reveló características metabólicas interesantes. La ruta de 

Entner-Doudoroff cuyo fin es la catabolización de glucosa hasta piruvato (Entner y Doudoroff, 

1952), podría ser operativa en C. salexigens (ver Figura I.S1 en Anexo III). Típicamente, los 

microorganismos que hacen uso de la ruta de ED carecen de algún enzima glucolítico, como la 

enzima fosfofructoquinasa (Seo et al., 2005; Tang et al., 2009). De hecho, ha sido difícil una 

anotación inequívoca del gen codificante de Pfk en C. salexigens (Csonka et al., 2005). Existen 

cinco ORFs anotados en el sitio web del JGI (genome.ornl.doe.gov) como fosfofructoquinasas 

potenciales, aunque presentan una baja homología con Pfks bona fide (Figura I.S2 y Tabla I.S1 
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en Anexo III). Existe además una supuesta fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato 

(Csal1534). La reacción catalizada por esta enzima es perfectamente reversible (Reshetnikov 

et al., 2008). Sin embargo, el gen codificante para la misma de Propionibacterium 

freundenreichii puede complementar únicamente mutaciones de fructosa-1,6-bisfosfatasa 

(fbp) pero no mutaciones de fosfofructoquinasa (pfkA/pfkB) en Escherichia coli (Kemp y 

Tripathi, 1993), indicando que funciona en la dirección gluconeogénica pero no en la dirección 

glucolítica. De forma significativa, a partir del análisis del genoma de C. salexigens tampoco se 

pudo identificar un representante claro e inequívoco de una fructosa bisfosfatasa (Csonka 

et al., 2005), surgiendo la posibilidad de que Csal1534, habiendo sido anotado como Ppi-Pfk, 

pudiera ser en realidad una fructosa bisfosfatasa.  

Nuestro análisis in silico sugiere que la oxidación de la D-glucosa a D-gluconato a través 

de D-glucono-1,5-lactona podría ocurrir tanto en el periplasma como en el citoplasma. Este 

hecho concuerda con la acumulación temprana del gluconato observada en el medio de 

cultivo. C. salexigens fue capaz de crecer con D-glucono-1,5-lactona, D-gluconato y 2-ceto-D-

gluconato como única fuente de carbono (Figura I.S4 en Anexo III), y además el análisis de 

homología predijo la presencia funcional en C. salexigens de una variación del “loop” del 2-

ceto-gluconato descrito en Pseudomonas (del Castillo et al., 2007) (Figura I.3 y Figura I.S1 en 

Anexo III). 

C. salexigens posee genes específicos de supuestas piruvato carboxilasa (Pc), 

fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) y oxaloacetato descarboxilasas (Oad) (Tabla I.S1 en Anexo 

III). Estas enzimas interconvierten piruvato, fosfoenolpiruvato y oxalacetato (oxalacetato), y 

podrían tener un papel importante en favorecer altos niveles de flujo metabólico hacia la 

biosíntesis de ectoínas, reponiendo el oxalacetato requerido por el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos (Figura I.3). 

La producción de acetato observada es difícil de explicar basándose en la anotación 

genómica actual y en el conocimiento de las rutas metabólicas supuestamente presentes. El 

metabolismo del acetato en C. salexigens es bastante diferente del de Pseudomonas y E. coli. 

La principal ruta de producción de acetato en P. aeruginosa, E. coli y especies relacionadas es 

la ruta de la fosfotransacetilasa y acetato quinasa (Castaño-Cerezo et al., 2009), que no está 

presente en C. salexigens. La producción de acetato en esta última podría implicar la 

formación del intermediario de alta energía acetil fosfato, mediante una ruta alternativa. 

Csal1010 está anotado como una piruvato oxidasa. Esta enzima dependiente de FAD 

descarboxila piruvato, produciendo acetato (Caspi et al., 2012). Así mismo, el catabolismo de 
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ectoínas produce acetato (Schwibbert et al., 2011); de hecho, una síntesis y una degradación 

continuas de ectoínas a baja salinidad podrían explicar el mayor flujo overflow de acetato.  

Con respecto al problema del metabolismo del nitrógeno, en el genoma de C. 

salexigens hay copias de genes codificantes para L-alanina aminotransferasa, glutamato 

sintasa y glutamato deshidrogenasa. Las enzimas especificadas por estos genes son las 

responsables de la transferencia reductiva de amonio a 2-cetoglutarato para generar 

glutamato (Sakamoto et al., 1975; Goss et al., 2001), el cual actúa como el principal donador 

de amonio en la célula. Existen dos supuestas aspartato aminotransferasas que catalizan la 

transferencia reversible del grupo amino desde glutamato a oxalacetato, rindiendo aspartato y 

2-cetoglutarato. Esta es una enzima clave, dado que conecta el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos con la primera enzima de la ruta de síntesis de ectoínas (aspartoquinasa). C. 

salexigens tiene únicamente una aspartoquinasa para catalizar la reacción de formación del 

aspartil fosfato, que es un intermedio metabólico común tanto de la síntesis de ectoínas como 

de la síntesis de aminoácidos de la familia del aspartato (Csonka et al., 2005; Pastor et al., 

2010). Una descripción completa de los análisis in silico realizados se halla en la Tabla I.S1 y 

Figuras I.S1-S4 del Anexo III. 
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Figura I.3. Esquema de los metabolismos central y de síntesis de ectoínas en C. salexigens en base a la 
anotación del genoma. Las rutas propuestas que conectan la glucosa con el 6-fosfogluconato (6PGln) se 
basan en la comparación de los análisis in silico de C. salexigens y P. putida. Abreviaturas: 2-KGlcn, 2-
cetogluconato; 2-Kglu, 2-cetoglutarato; 6PGlcn, 6-fosfo-D-gluconato; 6PKGlcn, 6-fosfo-2-ceto-D-
gluconato; AcCoA, acetil coenzima A; AcP, acetil fosfato; Ala, L-alanina; Amm, amonio; Asp, L-aspartato; 
Asp-P, L-aspartil fosfato; G3P, gliceraldehído-3-fosfato; Glc, D-glucosa; Glc6P, D-glucosa-6-fosfato; Glcn, D-
gluconato; Glcnlac, D-gluconolactona; Gln, L-glutamina; Gox, glioxilato; Glu, L-glutamato; Ict, D-isocitrato; 
KDGlcn6P, 2-ceto-3-desoxi-D-gluconato-6-fosfato; Lac, D-lactato; Lys, L-lisina; Mal, L-malato; Met, L-
metionina; NADA, N-γ-acetil-L-2,4-diaminobutirato; OAA, oxalacetato; PEP, fosfoenolpiruvato; Pyr, 
piruvato; Suc, succinato; Thr, L-treonina; Acs, acetil coenzima A sintetasa; ActP, acetato permeasa; AcyP, 
acetil fosfato fosfatasa; AlaAT, alanina aminotransferasa; Ald, alanina deshidrogenasa; AspAT, aspartato 
aminotransferasa; AspK, aspartato quinasa; Cs, citrato sintasa; EctA, diaminobutirato acetiltransferasa; 
Gad, gluconato deshidrogenasa; Gdhq, glucosa deshidrogenasa; Gdh, glutamato deshidrogenasa; Glk, 
glucoquinasa; Gls, glutamato sintasa; GnuK, gluconoquinasa; Icl, isocitrato liasa; KguD, 2-ceto-6-
fosfogluconato reductasa; KguK, 2-cetogluconato quinasa; Ldh, lactato deshidrogenasa; Mae, enzima 
málico; Mqo, malato-quinona oxidorreductasa; Ms, malato sintasa; Oad, oxalacetato descarboxilasa; Pc, 
piruvato carboxilasa; Pdh, piruvato deshidrogenasa; Pox, piruvato oxidasa; Ppc, fosfoenolpiruvato 
carboxilasa; Pyk, piruvato quinasa; Zwf, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Las flechas discontinuas indican 
conversiones que implican dos o más pasos enzimáticos. 
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Análisis in vitro 

Las actividades de ciertas enzimas seleccionadas se cuantificaron in vitro. Las enzimas 

ensayadas pertenecen a cuatro grupos principales, a saber: (i) metabolismo de glucosa y 

gluconato; (ii) ciclo del ácido cítrico; (iii) reacciones anapleróticas y gluconeogénicas y (iv) 

metabolismo del nitrógeno. Las actividades enzimáticas se determinaron a mitad de la fase 

exponencial de cultivos crecidos a diferentes salinidades (Tabla I.3). 

Enzimas del metabolismo de la glucosa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y Pfk. La 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa interconecta las rutas de EM, ED y de las pentosas fosfato 

(Nicolas et al., 2007) y está considerada como una de las principales rutas de producción de 

NADPH para usos biosintéticos y de homeostasis redox (Tabla I.3). 

De forma significativa, no se pudo detectar un nivel de Pfk suficientemente alto para 

sobrepasar el ruido en los extractos libres de células (Tabla I.3 y Tablas I.S1 y III.S2 y Figuras 

I.S1-S3 en Anexo III). Este hecho, junto con la falta de una asignación inequívoca a una Pfk 

apunta a que, como en el caso de Pseudomonas y algunos otros géneros aeróbicos (Lessie y 

Phibbs, 1984), C. salexigens usa la ruta de ED para el catabolismo de la glucosa, mientras que la 

existencia de una glucolisis operativa continúa siendo incierta (Figura I.3) 

Enzimas del CAT, Cs e Icdh. Además de su importante papel en el aporte de energía 

metabólica, los intermedios del ciclo del ácido cítrico son elementos básicos fundamentales en 

la síntesis de biomasa y de ectoínas (Figura I.3). Se determinaron dos actividades del CAT, Cs e 

Icdh. Existen dos genes anotados como Icdh (Csal0525 y Csal1434), diferentes en su 

especificidad de cofactor; sin embargo, sólo se logró detectar actividad Icdh dependiente de 

NADP+. Con independencia de la salinidad, la actividad  Icdh fue entre 8 y 15 veces mayor que 

la de Cs (Tabla I.3). 

Enzimas de rutas anabólicas y anapleróticas, Ppc, Pc, isocitrato liasa y enzima málico. 

Las rutas anapleróticas son esenciales en la reposición del oxalacetato del CAT que es sustraído 

de éste para la producción de ectoínas (Figura I.3). Se detectaron tanto actividad Ppc como Pc, 

siendo esta última entre 8 y 10 veces mayor que la primera. Hay que destacar que las 

actividades Pc y Ppc medidas en células crecidas NaCl 2,5 M fueron 2 veces mayores que las 

observadas en bajas salinidades (Tabla I.3).  

La actividad de las enzimas anapleróticas isocitrato liasa (ciclo del glioxilato) y enzima 

málico (gluconeogénesis) (Netzer et al., 2004) resultó baja comparada con otras actividades 
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analizadas. Este hecho concuerda con lo descrito en E. coli y P. aeruginosa crecidas en glucosa 

(Kretzschmar et al., 2008; Renilla et al., 2012).  

Enzimas del metabolismo del nitrógeno, aspartato aminotransferasa, y glutamato 

deshidrogenasa. Glutamato deshidrogenasa (Gdh), junto con glutamina sintetasa y glutamato 

sintasa constituyen las rutas de asimilación de amonio en bacterias. En los extractos de C. 

salexigens se detectó actividad Gdh dependiente tanto de NADH como de NADPH. Únicamente 

la actividad Gdh dependiente de NADH se podía predecir a partir de la secuencia anotada de C. 

salexigens (en concreto el ORF Csal1340), lo que sugiere que es posible que esta enzima no 

discrimine ambos nucleótidos. Las transaminasas, que catalizan la transferencia de grupos 

amino entre aminoácidos, están implicadas en la síntesis de los mismos. La actividad aspartato 

aminotransferasa resultó alta, hecho que no debería sorprender considerando que dicha 

actividad debe responder tanto por la síntesis de ectoínas como por la de todos los 

aminoácidos de la familia del aspartato (Figura I.3).  

Tabla I.3. Actividades enzimáticas medidas en extractos crudos de cultivos crecidos en medio 
mínimo M63 con glucosa y 0,6, 0,75 y 2,5 M de NaCl. Los extractos se obtuvieron de la fase 
exponencial del crecimiento. Los valores dados vienen expresados en mU/mg proteína. Los 
datos son el promedio de ocho determinaciones (cuatro cultivos independientes, ensayados 
por duplicado). N.M., no medido.   

Actividad enzimática 

[NaCl] 

0,6 M 0,75 M 2,5 M 

Metabolismo del gluconato 
Zwf 39,1 ± 15,5 55,7 ± 27,4 48,8 ± 16,5 

Glucolisis y CAT 
Pfk N.M. <0,05 <0,05 
Cs 32,5 ± 22,3 71,7 ± 38,7 66,5 ± 40,9 
Icdh 462 ± 189 645 ± 295 554 ± 183 

Rutas anapleróticas 
Icl 1,27 ± 0,69 2,30 ± 1,24 1,93 ± 0,70 
Mae 5,69 ± 2,86 7,99 ± 6,83 5,87 ± 2,18 
Pc 92,2 ± 19,1 70,6 ± 8,2 167,0 ± 28,0 
Ppc N.M. 9,02 ± 3,67 15,82 ± 4,42 

Metabolismo del nitrógeno 
NADPH-Gdh 22,3 ± 7,60 73,7 ± 31,4 16,4 ± 9,0 
NADH-Gdh 52,5 ± 36,0 71,1 ± 46,4 74,1 ± 51,3 
AspAT 95,2 ± 18,0 174 ± 93 78,5 ± 16,5 

 

Actividades enzimáticas y flujos in vivo. Las actividades enzimáticas detectadas in vitro 

pueden verse como estimaciones del flujo metabólico a través de una ruta dada. Los flujo de 

carbono intracelulares pueden estimarse de forma bastante aproximada a partir de las 

velocidades de consumo de glucosa. Cuando se comparan los niveles medidos de actividades 
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Cs y Pc, resulta evidente que: (i) la actividad Cs resultó similar en las tres concentraciones de 

sal, mientras que la actividad Pc fue mayor a NaCl 2,5 M (Tabla I.3) y (ii) la velocidad de 

consumo de glucosa fue entre 5 y 30 veces superior que las actividades Cs y Pc (siendo la 

diferencia mayor a baja salinidad, Tabla I.S3 en Anexo III). Aunque esta es una aproximación 

algo burda, estos hechos están de acuerdo con los datos de acumulación de metabolitos 

extracelulares (Tabla I.2), explicando por qué las células derivan una parte significativa de la 

glucosa metabolizada hacia la producción de piruvato y acetato e indicando la posibilidad de 

que el CAT esté limitado por una baja actividad de Cs. Además, la alta actividad Pc señala una 

síntesis activa de oxalacetato a partir de piruvato.  

 

Seguimiento del marcaje isotópico desde glucosa hasta ectoínas 

Por último, con el fin de evaluar la distribución de flujos en el metabolismo central, se 

realizó un seguimiento mediante marcaje isotópico de la síntesis de ectoínas, proveyendo [1-
13C]-, [6-13C]- y [2-13C]glucosa como fuente de carbono en cultivos tanta a baja como a alta 

salinidad. Se predijeron todos los isotopómeros posibles de piruvato, PEP, oxalacetato, acetil-

coenzima A y ectoínas, derivados de los precursores marcados a través las rutas de EM, ED, 

anaplerosis y CAT, basándose en la información extraída de la anotación del genoma (Anexo III, 

Figura I.S5 y Tablas I.S3 y S4). 

Marcaje de ectoínas en cultivos crecidos en [1-13C]- y [6-13C]glucosa 

El análisis del marcaje de ectoínas con [1-13C]- y [6-13C]glucosa proporciona un modo 

de estimación de la razón de flujos entre EM y ED. En las células crecidas en [1-13C]glucosa las 

dos posiciones de las moléculas de ectoínas con mayor proporción de marcaje fueron el 

carbono carboxílico (en adelante COOH) y el carbono 6 (C6), con independencia de la 

concentración de sal, y el marcaje en el resto de posiciones resultó muy próximo a la 

abundancia natural del isótopo 13C (Figura I.4). El marcaje en COOH puede explicarse 

considerando el uso de la ruta ED. Resulta sorprendente que el C6 de las ectoínas contuviera 

una cantidad de 13C sustancialmente superior a la esperable por abundancia natural. Una 

forma de explicar este exceso de marcaje en C6 es postular que el 13CO2 generado por la 

descarboxilación de [1-13C]piruvato se reincorpora de forma eficiente mediante la reacción de 

carboxilación catalizada por las enzimas Ppc o, más probablemente, Pc. El enriquecimiento 

en 13C en la posición COOH de las ectoínas permitió estimar que más de un 95% de la glucosa 

empleada para la síntesis de ectoínas se metabolizó a través de la ruta ED y Pc. La dispersión 

de la marca debida a la presencia de otras rutas tales como la de las pentosas fosfato podría 
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explicar los enriquecimientos en marca bastante menores del resto de posiciones. Además, la 

existencia de una glucólisis funcional, aunque bastante secundaria, no se puede descartar con 

seguridad.  

 

 

Figura I.4. Espectros de 13C-RMN de extractos intracelulares procedentes de cultivos crecidos 

en [1-13C]glucosa. Se empleó medio mínimo M63 con NaCl 0,75 M (espectro superior) y NaCl 

2,5 M (espectro inferior). Se muestran las señales correspondientes al carbono carboxílico (177 

ppm para ectoína, 174-175 para hidroxiectoína) y C6 (38-39 ppm para ectoína, and 44 para 

hidroxiectoína. En el esquema se representa el destino esperado del carbono marcado cuando 

[1-13C]glucosa se metaboliza mediante la ruta de Entner-Doudoroff. Si partimos de la asunción 

de que el C1 marcado del piruvato se pierde en forma de 13CO2 por descarboxilación mediante 

la actividad Pdh y se reincorpora al OAA mediante la actividad Pc, el patrón de marcaje 

predicho para las ectoínas estaría de acuerdo con el de los espectros obtenidos. El nivel 

relativo de marcaje (porcentaje) sigue el código de color indicado por la escala mostrada a la 

derecha de la figura. Abreviaturas: GLC, glucosa; PYR, piruvato; OAA, oxalacetato; AcCoA, acetil 

coenzima A. Compuestos marcados detectados: G, glutamato; E, ectoína; H, hidroxiectoína. 
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Los resultados obtenidos con [6-13C]glucosa, complementarios a los obtenidos con [1-
13C]glucosa, demostraron que la incorporación de marca en las ectoínas desde C1 y C6 de la 

glucosa no es equivalente (Anexo III, Figura I.S6). Dicho resultado demuestra que el 

catabolismo de la glucosa ocurre a través de intermediarios de 3 átomos de carbono marcados 

asimétricamente, al contrario de lo que se esperaría para la ruta de EM. Además, una 

incorporación más eficaz del 13C de [6-13C]glucosa que de [1-13C]glucosa en la fracción de 

glicerol de los fosfolípidos de membrana (Anexo III, Figuras I.S7 y S8) concuerda con el marcaje 

de las ectoínas. Por tanto, estos datos demuestran que C. salexigens metaboliza la glucosa a 

través de la ruta de ED, y este hecho junto con la probable carencia de Pfk, sugieren que le 

ruta de EM no es funcional.  

Marcaje de ectoínas en cultivos crecidos en [2-13C]glucosa 

Partiendo de [2-13C]glucosa como fuente de carbono, se espera que la ruta de EM 

genere PEP y piruvato ambos enriquecidos un 50% en 13C en el C2. El metabolismo a través de 

ED generaría también un 50% de [2-13C]piruvato, pero el PEP no presentaría un 

enriquecimiento mayor a la abundancia natural en ninguno de sus carbonos (Anexo III, Figura 

I.S5). Por tanto, el destino metabólico del [2-13C]piruvato puede ser analizado sin ninguna 

asunción adicional (Figura I.5). El oxalacetato podría ser sintetizado a partir de piruvato y/o 

PEP en C. salexigens a través de las siguientes rutas: (i) los átomos de carbono del piruvato 

pueden ingresar en el CAT como acetil-coenzima A producido por Pdh, rindiendo oxalacetato 

tras una vuelta completa al ciclo (Figura I.5A); (ii) piruvato y PEP pueden ser descarboxilados 

para dar oxalacetato mediante la acción de Pc o Ppc, respectivamente (Figura I.5B), o (iii) 

mediante una combinación de las dos rutas anteriores (Figura I.5C). A partir de los espectros 

de 13C-RMN de las ectoínas se puede concluir que la contribución de la actividad Ppc a la 

actividad anaplerótica total en la célula es despreciable (Figura I.5). Los niveles de actividad 

enzimática de Pc y Ppc detectados en los extractos apoyan esta última asunción (Tabla I.3).  

El nivel de marcaje en las posiciones C6 y COOH de las ectoínas aumenta en función 

del flujo a través de Pdh, mientras que el enriquecimiento en C4 depende del flujo de Pc. El 

marcaje en C2 es el resultado de la incorporación mediante la actividad EctA del acetil-

coenzima A producido por Pdh. Ninguna de las combinaciones de rutas consideradas podría 

producir enriquecimiento en el carbono del grupo metilo de las ectoínas. Estas predicciones 

cuadran bastante bien con los espectros de 13C-RMN correspondientes, donde la señal de 

dicho carbono es la menos intensa, y las dos señales más intensas fueron las de C2 y C4 (Figura 

I.5E).  
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Figura I.5. (Página siguiente). Incorporación de la marca isotópica de [2-13C]glucosa en las 

ectoínas. El 13C de [2-13C]piruvato (producido a través de la ruta de ED o de la ruta de EMP), de 

[2-13C]fosfoenolpiruvato (producido vía ruta de EMP), o de fosfoenolpiruvato no marcado 

(producido vía ruta de ED) puede incorporarse a las ectoínas de las siguientes formas: (A) vía 

oxalacetato procedente de una única vuelta del CAT; (B) vía oxalacetato sintetizado por 

piruvato carboxilasa o fosfoenolpiruvato carboxilasa (Pc/Ppc), o (C) oxalacetato sintetizado vía 

Pc/Ppc seguido de una vuelta el CAT, lo que altera el patrón de marcaje. (D) Esquema que 

muestra la relación de los nodos del piruvato y del acetil coenzima A con la ruta de síntesis de 

ectoínas en C. salexigens. (E) Espectros de 13C-RMN de extractos intracelulares de cultivos 

crecidos en [2-13C]glucosa. Se empleó medio mínimo M63 con NaCl 0,75 M (espectro superior) 

y 2,5 M (espectro inferior). En ellos se indican las señales de 13C correspondientes al carbono 

carboxílico, grupo metilo, C2, C4 y C6 de ectoína (E) e hidroxiectoína (H). La señal 

correspondiente al carbono carboxílico de hidroxiectoína se solapa con la de C1 de glutamato 

(indicado como C1, G). Puede apreciarse que para cada pareja de picos para cada carbono, la 

razón entre las señales de ectoína/hidroxiectoína es aproximadamente constante. Las tres 

moléculas de ectoína insertadas sobre los espectros representan las distribuciones de 

isotopómeros correspondientes a A, B y C. El marcaje relativo (en porcentaje) para cada átomo 

de carbono se representa siguiendo el código de la escala cromática a la derecha de (E). En los 

casos en los que haya diferencia, la mitad superior de la bolita que representa el átomo de 

carbono hace referencia al marcaje esperado procedente de [2-13C]piruvato/[2-
13C]fosfoenolpiruvato, y la mitad inferior al procedente de fosfoenolpiruvato no marcado. Para 

un mayor detalle, consúltese la sección Determinación de razones de flujos metabólicos y la 

Tabla I.S4 y Figura I.S5 del Anexo III. 
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Efecto de la salinidad en los flujos metabólicos, las razones de flujos Pc/Pdh, Cs/EctA y Pc/Cs 

El reparto de piruvato y acetil-coenzima A entre las distintas rutas del metabolismo 

central de C. salexigens que consumen estos dos sustratos puede describirse mediante las 

razones de flujos (o flujos relativos) Pc/Pdh, Pc/Cs y Cs/EctA, ayudando a comprender la 

distribución de flujos en esta parte del metabolismo. La razón Cs/EctA cuantifica la fracción de 

acetil-coenzima A que ingresa en el CAT frente a la que es destinada a la síntesis de ectoínas. 

La razón de flujo Pc/Pdh indica la fracción de piruvato que se transforma en oxalacetato frente 

a la que se oxida a acetil-coenzima A. Por último, la razón Pc/Cs permite establecer una 

comparación de la importancia de la actividad anaplerótica en relación a la del CAT, y puede 

verse como una lectura del balance de las necesidades biosintéticas respecto a las energéticas 

de las células (Figura I.3).  

El patrón de enriquecimiento en 13C de las ectoínas sintetizadas a partir de [2-
13C]glucosa puede emplearse en la cuantificación de las razones de flujos de estos tres nodos 

(Tabla I.4). Con tal objetivo, se consideró aplicable la hipótesis del estado estacionario a los 

cultivos en fase exponencial de crecimiento (y por tanto, el marcaje en posiciones específicas 

del esqueleto carbonado de las ectoínas puede considerarse proporcional a los flujos 

metabólicos). Las áreas de los picos en los espectros de 13C-RMN se utilizaron para la 

estimación de las razones de flujo, empleando ecuaciones algebraicas simples (Ver sección 

Determinación de razones de flujos metabólicos en Anexo III). Los espectros de 13C-RMN de 

ectoínas apuntan a una distribución de flujos en la que tanto anaplerosis como el CAT 

contribuyen de forma notable al flujo de carbono desde piruvato a ectoínas. De hecho, el flujo 

a través de Pdh es casi dos veces mayor que el de Pc, y el flujo debido a Cs es menor que el 

debido a EctA (Tabla I.4). Atendiendo a la razón de flujos Pc/Cs, se puede deducir que la 

proporción de anaplerosis frente a catabolismo es muy similar en las tres salinidades probadas. 

Este hecho resulta sorprendente, ya que se esperaba una carga biosintética menor a baja 

salinidad, dado que la síntesis de ectoínas es más baja en dichas condiciones (Figura I.2A). Esta 

observación podría estar relacionada con el metabolismo overflow y los bajos niveles de Cs 

(Tabla I.3) descritos en los apartados anteriores. Los resultados obtenidos a partir de los 

espectros de 13C-RMN de hidroxiectoínas y de ectoínas fueron muy similares entre sí (Tabla 

I.4). Además, la señal correspondiente al grupo COOH, marcado a partir de la metabolización 

de [1-13C]glucosa resultó casi dos veces mayor que la señal de C6 (Figura I.4), acorde con la 

razón Pc/Pdh calculada. En conjunto, estos datos indican que la cantidad de acetil-coenzima 

dirigida a la síntesis de ectoínas es mayor que la consumida por el CAT, incluso en condiciones 
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de baja producción de ectoínas, explicando además el crecimiento poco eficiente de C. 

salexigens a baja salinidad. 

 

Tabla I.4. Razones de flujos metabólicos estimadas a partir de los patrones de marcaje de 
ectoína y de hidroxiectoína observados en espectros de 13C-RMN de cultivos en medio mínimo 
M63 con [2-13C]glucosa con NaCl 0,75 y 2,5 M. Abreviaturas: Pdh, piruvato deshidrogenasa; Pc, 
piruvato carboxilasa; EctA, diaminobutirato acetil transferasa; Cs, citrato sintasa. 

Razón de 
flujos 

Ectoína 
(NaCl 0,75 M) 

Ectoína 
(NaCl 2,5 M) 

Hidroxiectoínaa  
(NaCl 2,5 M) 

Pc/Pdh 0,67 ± 0,10 0,61 ± 0,13 0,55 ± 0,07 

Cs/EctA 0,70 ± 0,03 0,71 ± 0,02 0,68 ± 0,04 

Pc/Cs 1,64 ± 0,07 1,49 ± 0,33 1,37 ± 0,22 
aLa señal del grupo carboxilo de la hidroxiectoína aparecía solapada con la señal del C1 del 
glutamato. Las áreas de integración de estas señales se obtuvieron por estimación. 
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DISCUSIÓN  

En este trabajo se ha logrado profundizar en el funcionamiento del metabolismo 

central de C. salexigens. Para poder prosperar en ambientes altamente salinos, este halófilo 

sintetiza ectoínas como sus principales solutos compatibles. La síntesis sostenida de ectoínas 

requiere un aporte constante de acetil-coenzima A y oxalacetato, ambos intermediarios del 

metabolismo central. Por tanto, las adaptaciones desarrolladas por C. salexigens pueden 

comprometer su fisiología como contrapartida, especialmente en condiciones de baja 

salinidad.  

En concordancia con esto, un menor rendimiento en biomasa y la presencia de 

metabolismo overflow caracterizan el crecimiento a baja salinidad, coincidiendo con una 

menor tasa de producción de ectoínas. El seguimiento del marcaje isotópico de ectoínas desde 

[1-13C]-, [2-13C]- y [6-13C]glucosa permitió sondear las rutas empleadas por C. salexigens para el 

catabolismo de la glucosa y la producción de ectoínas. Una de las principales conclusiones de 

estos estudios de marcaje es que C. salexigens emplea la ruta de ED para catabolizar la glucosa 

en lugar de la ruta de EM. Esta conclusión se apoya en la ausencia de una actividad 

fosfofructoquinasa detectable y en los patrones de incorporación en ectoínas y glicerol-3-

fosfato de la marca isotópica de [1-13C]- y [6-13C]glucosa. En este aspecto, C. salexigens es 

similar a algunas especies de Pseudomonas (del Castillo et al., 2007; Buch et al., 2008; Buch 

et al., 2010) y otros microorganismos (Tiwari y Campbell, 1969; Sawyer et al., 1977; Seo et al., 

2005; Tang et al., 2009) que usan la ruta de ED para el catabolismo de hexosas. El hallazgo de 

la carencia de una ruta glucolítica completa en C. salexigens refuerza la necesidad de una 

comprensión más detallada y profunda de las rutas usadas realmente por los organismos antes 

de poder construir modelos metabólicos teóricos útiles, así como para el uso de las técnicas de 

análisis del balance de flujos (en inglés, Flux Balance Analysis).  

Tras una acumulación extracelular inicial, el gluconato empezó a consumirse junto la 

glucosa durante la fase exponencial de crecimiento (Figura I.1). Este comportamiento sugiere, 

al igual que en Pseudomonas putida y Klebsiella pneumoniae, que el gluconato se produce de 

forma temprana y rápida, probablemente por la oxidación periplásmica de la glucosa, y que su 

asimilación se encuentra limitada por unas reacciones posteriores más lentas (Hommes et al., 

1989; del Castillo et al., 2007). Esta podría no ser la única vía de incorporación de la glucosa a 

la ruta de ED, ya que tanto glucoquinasa como glucosa-6-fosfato deshidrogenasa están 

anotadas en el genoma de C. salexigens (Anexo III, Tabla I.S1). La detección de actividad 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Tabla I.3) sugiere que la glucosa podría ingresar en la ruta 
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de ED mediante la conversión de glucosa-6-fosfato a 6-fosfoglucono-1,5-lactona y gluconato-6-

fosfato (Figura I.3). Además, C. salexigens es capaz de crecer en D-glucono-1,5-lactona, D-

gluconato y 2-cetogluconato como únicas fuentes de carbono (Anexo III, Figura I.S4). Por tanto, 

son varias las fuentes de carbono que pueden alimentar la ruta de ED, a semejanza de lo que 

ocurre en P. putida (Anexo III, Figura I.S1) (del Castillo et al., 2007).  

La ruta de ED es utilizada por numerosas bacterias y arqueas mesófilas y halófilas 

(Conway, 1992; Oren y Mana, 2003; Falb et al., 2008). En las arqueas hipertermófilas se ha 

propuesto que la presencia de variantes no fosforilativas y semifosforilativas de la ruta de ED 

podrían jugar un papel importante en la termoadaptación, permitiendo a las células evitar la 

producción de intermediarios termolábiles (Ahmed et al., 2004). Aunque no está claro si esta 

ruta supone alguna ventaja en la adaptación a altas salinidades, considerar el balance global de 

la ruta puede ayudar a esclarecer las razones de su utilización preferente. La ruta de EM 

produce 2 moléculas de ATP y 2 de NADH por molécula de glucosa, mientras que la ruta de ED 

se caracteriza por un menor rendimiento energético, rindiendo sólo un ATP por glucosa. 

Adicionalmente, el balance redox de la ruta de ED puede ser diferente, dependiendo de si la 

glucosa es oxidada en el citoplasma por la ruta fosforilativa o en el periplasma por la ruta no 

fosforilativa (Figura I.3). En el primer caso, se produce un NADPH y un NADH, y en el segundo, 

se forma únicamente un NADH y una quinona reducida. El menor rendimiento en síntesis de 

biomasa en los cultivos que utilizaron una fuente de carbono más oxidada, como el 2-

cetogluconato (Anexo III, Figura I.S4), podría interpretarse como reflejo de la importancia de 

NADPH para una producción de ectoínas y crecimiento eficientes. La síntesis de ectoínas 

consume 3 equivalentes de NADPH, y las rutas catabolizadoras de la glucosa deben proveer no 

sólo el esqueleto carbonado sino además los equivalentes de reducción necesarios. La 

existencia de varias vías alternativas para la metabolización de la glucosa con diferentes 

balances redox, podría permitir al microorganismo un control de la velocidad de producción de 

equivalentes de reducción y un ajuste fino de su estado redox para maximizar el crecimiento y 

la biosíntesis de ectoínas.  

El análisis del marcaje isotópico de las ectoínas permitió además estimar el reparto del 

flujo metabólico entre el CAT y las rutas anapleróticas (Figura I.5). La principal reacción 

anaplerótica resultó ser Pc. La razón de flujos Pc/Pdh estimada a partir del patrón de marcaje 

de las ectoínas quedó dentro del rango de 0,55 a 0,67 (Tabla I.4), mientras que en el caso de 

otras bacterias mesófilas crecidas en glucosa como E. coli, Bacillus subtilis o Corynebacterium 

glutamicum, esta proporción de flujos no excede 0,4 (Wendisch et al., 2000; Dauner et al., 

2001; Renilla et al., 2012). Aunque esta pueda no parecer una diferencia muy grande, 
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debemos tener en cuenta que más de la mitad del acetil-coenzima A producido por Pdh es 

consumido por EctA lo que, en condiciones de alta salinidad es una cantidad apreciable. De 

hecho, el alto nivel de actividad Pc combinado con una razón Pc/Cs alta refleja mejor un flujo 

anaplerótico alto (Tabla I.4) e indica que la anaplerosis juega un papel importante en la 

reposición del oxalacetato retirado para síntesis de ectoínas.  

Las actividades enzimáticas obtenidas en este trabajo están de acuerdo con las 

reportadas en otras bacterias como P. aeruginosa (Buch et al., 2010) o E. coli (Peng y Shimizu, 

2003; Castaño-Cerezo et al., 2009). En consistencia con la alta necesidad de anaplerosis, la 

actividad Pc resultó mayor que la observada en bacterias mesófilas (Buch et al., 2010). 

Asimismo, las razones de flujo estimadas, la mayor parte de las actividades enzimáticas 

medidas y los coeficientes de consumo de amonio se mantuvieron prácticamente constantes 

con independencia de los diferentes requerimientos de síntesis de ectoínas. Es destacable el 

hecho de que la producción de ectoínas potenciada a altas salinidades tiene lugar a expensas 

de la producción de proteínas (Figura I.2B), equilibrando el consumo de amonio total 

(Argandoña et al., 2010). Globalmente, estos datos dan una idea de cierta rigidez metabólica 

que, junto con la alta velocidad de consumo de glucosa y la alta razón Pc/Cs, constituyen la 

base de la menor eficiencia metabólica y del intenso metabolismo overflow observado a bajas 

concentraciones de sal. La alta velocidad de consumo de glucosa a baja salinidad concuerda 

con lo descrito en el caso del metabolismo overflow del acetato en E. coli (Vemuri et al., 2006). 

Dado que la razón Cs/EctA varía escasamente con la salinidad, esto indica que la incorporación 

de acetil-coenzima A al CAT es la limitante a baja salinidad.  

El resultado global obtenido de que la eficacia metabólica de C. salexigens sea mayor a 

alta salinidad resulta sorprendente y parece anti intuitivo, puesto que, según lo discutido por 

Oren (Oren, 1999), podría esperarse que la síntesis de las altas concentraciones de solutos 

compatibles orgánicos que se requieren para satisfacer el equilibrio osmótico, impondría una 

gran carga para las reservas de carbono y energía de las células. No debe olvidarse que el 

metabolismo overflow se observó en condiciones típicas de laboratorio, empleando una 

concentración de glucosa relativamente alta (20 mM) como única fuente de carbono, y por 

tanto podría no ser representativo del metabolismo de C. salexigens en su medio natural. Es 

interesante señalar que los metabolitos excretados por C. salexigens durante la fase 

exponencial de crecimiento fueron recuperados para ser usados como fuentes de carbono 

secundarias en fases posteriores del crecimiento de los cultivos. Aunque glucosa y gluconato 

se consumieron antes y de forma simultánea, el consumo de otros ácidos orgánicos no 

comenzó hasta haberse agotado la glucosa, indicando la probable actividad de mecanismos de 
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represión por catabolito. Esto resulta importante, ya que en Pseudomonas se prefiere el 

consumo de ácidos orgánicos sobre la utilización de azúcares (Rojo, 2010), sugiriendo que la 

jerarquía de preferencias de los metabolitos es diferente en C. salexigens.  

Los resultados muestran que el metabolismo central de C. salexigens se encuentra 

optimizado para el crecimiento en ambientes de alta salinidad, siendo menos eficiente a bajas 

concentraciones de sal. A pesar de esto, C. salexigens puede crecer en un amplio rango de 

concentraciones de sal comparado con otros halófilos, abarcando desde 0,5 hasta 3 M de NaCl 

en medio mínimo (Vargas et al., 2008). A bajas salinidades, el exceso de glucosa no puede ser 

utilizado por el metabolismo central, quizá en parte debido a algunas enzimas del metabolismo 

central, como Cs o Gdh, cuyos niveles de actividad son menores que el propio flujo de 

consumo de glucosa, y actuarían como un cuello de botella bajo estas condiciones de 

crecimiento. Por tanto, el exceso de glucosa es desviado hacia el metabolismo overflow. La alta 

razón entre flujos anapleróticos con respecto a los catabólicos resulta un hecho sorprendente, 

especialmente si consideramos que prosperar en condiciones de estrés osmótico 

normalmente es energéticamente costoso, particularmente en microorganismos que emplean 

la estrategia “organic solutes-in” (Varela et al., 2004; Oren, 2011).  

 

CONCLUSIONES 

Este trabajo presenta la primera descripción experimental del metabolismo de la 

bacteria altamente halotolerante C. salexigens. Este microorganismo usa la ruta de ED para la 

oxidación de la glucosa. Los datos presentados muestran que la eficacia metabólica de esta 

bacteria es altamente dependiente de la salinidad del medio de cultivo. El metabolismo de C. 

salexigens está bien adaptado para mantener altos flujos biosintéticos hacia la síntesis de 

ectoínas. Además, la existencia de múltiples rutas para los primeros pasos de catabolización de 

la glucosa podría permitirle alcanzar un crecimiento con un balance redox equilibrado más 

fácilmente, lo que resulta de especial relevancia cuando la carga biosintética es alta. Aunque 

estas características permiten al microorganismo crecer bajo estrés osmótico, al mismo tiempo 

le hacen menos eficiente para el crecimiento a baja salinidad. En conjunto, este trabajo 

representa la primera incursión en las características metabólicas específicas desarrolladas por 

la evolución de los microorganismos halófilos para enfrentarse a la alta salinidad.  
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La influencia de la composición del medio 
sobre la producción de ectoínas y el 

metabolismo overflow en Chromohalobacter 
salexigens: hacia el cultivo de alta densidad  
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RESUMEN 

El metabolismo overflow es uno de los mayores impedimentos para una conversión 

eficiente de materias primas en productos químicos específicos. Chromohalobacter salexigens 

es una bacteria halotolerante y halófila que acumula ectoínas en el citosol como solutos 

compatibles. La producción de ectoínas y el metabolismo overflow están condicionados por la 

concentración de sal en el medio de cultivo, de forma que la eficiencia metabólica de C. 

salexigens depende de manera acusada de la composición de este medio. Se observaron 

cambios en el metabolismo overflow cuando se cambió la razón C/N en el medio de cultivo. Los 

análisis mediante 13C-RMN del marcaje isotópico de las ectoínas revelaron una gran rigidez 

metabólica, con razones de flujos casi constantes en todas las condiciones ensayadas. Una 

proporción desequilibrada de C/N en el medio de cultivo dio como resultado la aparición del 

metabolismo overflow, acumulando piruvato, y en menor medida, acetato. El metabolismo 

overflow resultó de especial relevancia en condiciones de limitación de N. Los análisis de un 

mutante en ect- demostraron la conexión entre el metabolismo overflow y la síntesis de 

ectoínas. La suplementación de los cultivos con alanina o glutamato como fuentes de nitrógeno 

demostró que: i) la asimilación del nitrógeno limita el crecimiento de C. salexigens y ii) la 

acumulación de piruvato inhibe el crecimiento. Por último, en cultivos en “fed-batch”, el 

rendimiento en biomasa se vio afectado por el esquema de alimentación escogido. En los 

cultivos “fed-batch” de alta densidad celular de C. salexigens con limitación de nitrógeno, fue 

posible obtener un rendimiento alto en biomasa y en producción de ectoínas, al minimizar el 

metabolismo overflow y la acumulación de nutrientes. 
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INTRODUCCIÓN 

Chromohalobacter salexigens (anteriormente conocida como Halomonas elongata) 

(Arahal et al., 2001) es una bacteria halófila modelo que sintetiza ectoína e hidroxiectoína como 

solutos compatibles principales, acumulándolos en el citoplasma a niveles proporcionales a la 

osmolaridad exterior (Poolman y Glaasker, 1998). La síntesis de estos solutos se regula con el fin 

de poder hacer frente a altas concentraciones salinas ambientales, y en respuesta a otros 

factores de estrés abiótico como las altas temperaturas (Csonka y Epstein, 1996; Canovas et al., 

1996; Salvador et al., 2015). 

Los solutos compatibles son moléculas orgánicas muy solubles, de bajo peso molecular, o 

bien con carga, o zwitteriónicas, que se acumulan en el citoplasma de los microorganismos que 

se hayan expuestos a estrés osmótico, con el fin de facilitar el equilibrio osmótico (Brown, 1990; 

Oren, 1999). Las ectoínas encuentran aplicaciones cosméticas, biomédicas y biotecnológicas, 

como protectores celulares en productos de parafarmacia y cosméticos (en la protección de la 

piel) y como estabilizadores de enzimas y anticuerpos en la formulación de bioproductos 

complejos (Pastor et al., 2013). Actualmente se están desarrollando nuevas aplicaciones en crio- 

y neuroprotección. La síntesis química de las ectoínas no es asequible desde el punto de vista 

industrial, lo que convierte a los métodos microbiológicos la alternativa más viable (Kunte et al., 

2014).  

Chromohalobacter salexigens es un buen candidato para la producción industrial de 

ectoínas. Todo proceso industrial aceptable ha de obtener altos rendimientos y productividades. 

Las ectoínas, en este aspecto, constituyen un objetivo ambicioso para la ingeniería metabólica, 

ya que una producción óptima de este compuesto depende del metabolismo tanto del carbono 

como del nitrógeno. Recientemente se han descrito las adaptaciones metabólicas específicas 

que ha desarrollado el metabolismo del carbono de C. salexigens para mantener el nivel 

necesario de síntesis de ectoínas a altas salinidades. La síntesis de ectoínas es muy exigente en 

términos de esqueletos carbonados y equivalentes de reducción. Además, el metabolismo de la 

glucosa es relativamente ineficiente, presentando metabolismo overflow, particularmente a 

baja salinidad. Aunque a altas concentraciones de sal la velocidad de crecimiento se ralentiza a 

causa de la demanda biosintética impuesta por la síntesis de ectoínas, como bacteria halófila, el 

rendimiento en biomasa no se ve perjudicado por la sal, y en estas condiciones el metabolismo 

sufre un reajuste que lo hace más eficiente (Pastor et al., 2013; Salvador et al., 2015). Otras 

contribuciones recientes al metabolismo de organismos halófilos han aprovechado las ventajas 

del modelado metabólico. Recientemente se ha publicado un reconstrucción detallada del 
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metabolismo de ectoínas en Halomonas elongata (Schwibbert et al., 2011). La reconstrucción a 

escala genómica del metabolismo de c. salexigens (Ates et al., 2011) no está completa, ya que 

algunas rutas metabólicas relevantes no están incluidas (como la ruta de síntesis de ectoínas). 

Se han podido identificar varias discrepancias con datos experimentales (C. Vargas, M. 

Argandoña, J. J. Nieto, F. Piubeli y M. Salvador, resultados no publicados). Aún no se conocen las 

características específicas de la interacción entre el metabolismo del nitrógeno en C. salexigens 

y la producción de ectoínas. 

Los solutos compatibles también pueden servir como fuente de carbono, de nitrógeno o 

de energía, ya sea a partir de reservas intracelulares, o como fuentes externas que tras la muerte 

celular o la liberación de los solutos, quedan disponibles para otros organismos. En C. salexigens, 

el catabolismo de las ectoínas tiene lugar únicamente en condiciones de osmolaridad óptima 

(Vargas et al., 2006). El catabolismo de las ectoínas en C. salexigens y Sinorhizobium meliloti se 

produce a través de al menos dos sistemas muy similares entre sí. Jebbar y colaboradores 

identificaron un operón implicado en la asimilación y catabolismo de las ectoína en S. meliloti 

(ehuABCD-eutABCD) (Jebbar et al., 2005). En C. salexigens se han encontrado ortólogos de 

algunos de estos genes, aunque su organización en el genoma es diferente (C. Vargas, resultados 

no publicados) (Pastor et al., 2010). 

Actualmente, la producción de ectoína se lleva a cabo mediante un proceso denominado 

“ordeñado bacteriano”, que implica una serie de ciclos repetitivos de una fermentación en 

reactor tanque alimentado (“fed-batch”) de Halomonas elongata en un 15% (p/v) de NaCl. Estas 

condiciones permiten la acumulación intracelular de ectoína, seguida de un choque 

hipoosmótico al 3% (p/v) de NaCl para liberar estos osmolitos de las células (Sauer y Galinski, 

1998; Kunte et al., 2014). Los procesos alternativos que se han descrito para la producción de 

osmolitos se basan en la fermentación “fed-batch” de Brevibacterium epidermis (Onraedt et al., 

2005), y la síntesis y excreción continuas de osmolitos por bacterias mesófilas recombinantes 

como Escherichia coli (Schubert et al., 2007; Bestvater et al., 2008) y Corynebacterium 

glutamicum (Becker et al., 2013) o la cepa silvestre Halomonas salina (Zhang et al., 2009). Este 

último sistema ha dado lugar a la mayor productividad volumétrica de ectoína (7,9 g/L·d). Por 

otro lado, Marinococcus M5, crecida en una fermentación tipo “fed-batch” con un sistema de 

microfiltración produjo altas concentraciones de hidroxiectoína a partir de ectoína durante la 

fase estacionaria de crecimiento (Schiraldi et al., 2006). 

El desarrollo de procesos biológicos eficaces y económicos con extremófilos supone un 

reto, debido por un lado a las dificultades asociadas a la operación del birreactor (Deive et al., 
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2012), y por otro a una comprensión aún incompleta de la fisiología de C. salexigens (Pastor 

et al., 2010). Esto puede llevar a una transformción poco eficiente de las materias primas, debido 

a la formación de productos secundarios y/o bajos rendimiento en biomasa por inhibición (Deive 

et al., 2012). De hecho, con frecuencia se considera el metabolismo overflow como una de las 

mayores limitaciones en la biotecnología microbiana. En los cultivos en “fed-bath”, la 

alimentación de nutrientes al fermentador se realiza siguiendo una estrategia de volumen fijo, 

o de volumen variable. Este modo de operación presenta ciertas ventajas frente a los 

fermentadores por lotes o a los fermentadores continuos, ya que permite alcanzar grandes 

densidades celulares (debido a la prolongación de la fase exponencial decrecimiento), muy 

importante en la producción de productos asociados al crecimiento, y también permite 

controlar mejor la formación de productos secundarios (Tsuneo y Shoichi, 1984). 

El propósito de este trabajo es la determinación de la importancia de la interacción entre 

los metabolismos de carbono y de nitrógeno en la producción de ectoínas. Se probaron 

diferentes relaciones carbono/nitrógeno en el medio de crecimiento de cultivos discontinuos de 

C. salexigens. Se analizaron los cambios en el crecimiento, en el rendimiento en producción de 

ectoínas y en la eficiencia metabólica observados en estos cultivos con el objetivo de diseñar un 

programa de alimentación eficiente para los cultivos en “fed-batch”. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 

Las dos cepas usadas a lo largo de este estudio fueron Chromohalobacter salexigens 

CHR61, una cepa mutante espontánea de C. salexigens DSM 3043T resistente a rifampicina,  y C. 

salexigens CHR62, una cepa deficiente en la síntesis de ectoínas (referida en el texto como la 

cepa Δect o ect-). 

El medio mínimo M63 estándar (pH 7,2) contuvo: 16,3 g/L KH2PO4, 4,2 g/L KOH, 2 g/L 

(NH4)2SO4, 39,5 mg/L MgSO4·7H2O y 0,5 mg/L FeSO4·7H2O, suplementado con NaCl 43,8, 146,0 

g/L, según la salinidad requerida (correspondiente a 0,75 o 2,5 M). Se usó glucosa 20 mM como 

fuente de carbono. Se hicieron crecer cultivos discontinuos de 100 mL en matraces de 0,5 L a 37 

y 45°C en un agitador rotatorio a 210 rpm.  

Los cultivos se iniciaron a partir de cultivos en stock congelados en glicerol al 20%. Los 

precultivos se crecieron en medio SW-2, que contuvo: 15,6 g/L NaCl, 4,07 g/L MgSO4·7H2O, 2,6 

g/L MgCl2·6H2O, 0.4 g/L KCl, 67 mg/L CaCl2·2H2O, 47 mg/L NaBr y 13 mg/L NaHCO3  (con un 

contenido total de sales de 2% (p/v) o 0,3 M) (Vargas et al. 1997). Los cultivos en M63 se 

inocularon con precultivos en SW-2 crecidos durante una noche en fase exponencial de 

crecimiento, hasta una densidad óptica inicial (A600) de 0,025. Los stocks en glicerol, medios 

sólidas y precultivos se suplementaron con rifampicina (Rf) esterilizada por filtración hasta una 

concentración de μg/mL. 

 

Análisis del efecto de la composición del medio de cultivo en cultivos discontinuos 

Con el fin de analizar el efecto de diferentes proporciones glucosa/amonio en el 

crecimiento de C. salexigens y en la producción de ectoínas, se realizaron dos series de cultivos 

discontinuos. Para ello se usó medio M63 con i) glucosa entre 10 y 100 mM y ii) amonio entre 5 

y 200 mM. En los experimentos con fuentes de nitrógeno orgánicas (ectoínas, alanina, 

glutamato), se sustituyó el amonio por cualquiera de estas fuentes (20 mM).  

 

Cultivos en biorreactor 

Los cultivos de alta densidad celular se llevaron a cabo en fermentadores Biostat (Braun, 

Melsungen, Alemanisa). Los fermentadores estaban provistos de un vaso de 2 L. Se monitoreó 

la concentración de oxígeno y el pH con electrodos específicos (Mettler-Toledo, GReifensee, 
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Suiza). El flujo de aire y la agitación se mantuvieron de forma automatizada en 1-4 vvm y 40-

1200 rpm, respectivamente, con el fin de asegurar que el oxígeno disuelto se mantuviera por 

encima del 30% de saturación. Se mantuvo el pH del medio en 7,2 mediante la adición 

automatizada de disoluciones concentradas de HCl/KOH.  

Cultivos en fed-batch. La alimentación de las células se hizo siguiendo un régimen 

exponencial. Se controló la velocidad de alimentación para mantener la velocidad de 

crecimiento en un valor determinado. Para ello, se diseñó un medio concentrado con NaCl 2,5 

M y concentraciones del resto de los componentes de 10 a 50 veces mayores que la 

concentración en el biorreactor. El esquema de alimentación se dividió en dos fases, 

consistentes 500 mL de medio 10 y 50 veces concentrado, respectivamente.  

 

Procedimientos analíticos 

Crecimiento celular.  

Para estimar la concentración de células, se resuspendieron en una disolución de NaCl (de 

0,6 a 3 M9, y se determinó la absorbancia a 600 nm (Espectrofotómetro de luz visible Amersham 

Biosciences Novaspec Plus, Uppsala, Suecia). Se aplicó una correlación entre los valores de A600 

y el peso seco para la cepa empleada.  

HPLC de intercambio iónico acoplado a RI/UV.  

Se analizaron los metabolitos extracelulares (glucosa, gluconato, piruvato, acetato y 

lactato) mediante un equipo de HPLC (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, EE.UU.) 

provisto con detectores de índice refracción diferencial y de diodo de UV (Shimadzu Scientific 

Instruments, Columbia, EE.UU.), empleando una columna de intercambio iónico (HPX-87H, 

BioRad Labs, Hércules, EE.UU.). Se usó como fase móvil H2SO4 5 mM a un caudal de 0,5 

mL/minuto y 45°C.  

Determinación de glucosa y amonio con métodos espectrofotométricos. 

La glucosa extracelular se determinó con un kit específico para glucosa (basado en la 

actividad hexoquinasa) (GAHK20, Sigma). El amonio extracelular se determinó con otro kit 

enzimático (11112732035, de R-Biopharm, Darmstadt, Alemania). Ambos kits se utilizaron de 

acuerdo con las indicaciones de los fabricantes. Las medidas se llevaron a cabo en un lector de 

microplacas de 96 pocillos Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, E.E.U.U). 
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Estudios de marcaje isotópico mediante 1H-RMN y 13C-RMN.  

Para los experimentos de marcaje, se crecieron las células en 100 mL de medio M63 en 

presencia de glucosa o fructosa marcadas isotópicamente (CortecNet, Voisins-Le Bretonneux, 

Francia). Los sustratos marcados isotópicamente empleados fueron [1-13C]glucosa y 

[1-13C]fructosa. Los cultivos se detuvieron en fase exponencial media-tardía (A600 entre 1,5 y 2), 

y las células se separaron del sobrenadante por centrifugación (15 min a 16000g y 4°C). Los 

solutos compatibles (ectoínas y glutamato) se extrajeron a partir de los sedimentos celulares 

aplicando una variación del protocolo descrito por García-Estepa y colaboradores., (García-

Estepa et al., 2006). La fase acuosa se liofilizó y resuspendió en metanol deuterado. Los 

espectros de 1H-RMN y 13C-RMN se registraron a 25°C usando espectrómetros Brucker AV400 y 

Brucker AV500 a 400 y 500 MHz, respectivamente, con un tiempo de relajación de 1 s en el caso 

de 1H-RMN y de 60 s en el caso de 13C-RMN.  

Las áreas de los picos se integraron para su cuantificación. Para la cuantificación de los 

picos de 1H-RMN se añadió ácido fórmico a cada muestra como estándar externo hasta una 

concentración final de 5 mM. Para la cuantificación de picos de 13C-RMN, se introdujo un capilar 

conteniendo [U-13C4]-1,1',3,3'-tetrametilurea en el tubo de RMN como estándar externo de tal 

forma que la concentración de 13C en el tubo de RMN fuera equivalente a 18,1 mM. La 

concentración de solutos compatibles se determinó comparando las áreas de los picos de 1H de 

ectoínas y glutamato con el área del átomo de hidrógeno unido a carbono del ácido fórmico. El 

porcentaje de marcaje en cada posición de carbono de ectoínas y glutamato se determinó de 

dos maneras. En 1H-RMN, se usaron las áreas de los picos centrales y picos satélites para 

determinar el nivel de marcaje de cada posición de carbono. Estos porcentajes se confirmaron 

en 13C-RMN comparando las áreas de los picos de cada carbono con el área del pico de [U-13C4]-

1,1',3,3'-tetrametilurea. En ambos casos, se sustrajo la contribución prevista de la abundancia 

natural de 13C de la abundancia 13C de cada posición. Las ratios de flujo se estimaron como se 

había descrito previamente (Pastor et al., 2013).  
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

C. salexigens se cultivó en medios con diferente contenido en glucosa y amonio con el fin 

de determinar cómo responde a los cambios en los aportes externos de fuentes de carbono y 

nitrógeno. Inicialmente se observaron los efectos de una alimentación no balanceada de 

carbono y nitrógeno sobre el crecimiento y la producción de ectoínas en C. salexigens en cultivos 

en matraces agitados.  

Efecto de la glucosa en el crecimiento y la producción de ectoínas 

Los experimentos de crecimiento discontinuo se realizaron en una concentración fija de amonio 

(30 mM), y con concentraciones variables de glucosa (de 10 a 100 mM). La concentración de 

glucosa no afectó a la velocidad de crecimiento en las condiciones probadas, mientras que el 

rendimiento en biomasa aumentó con la concentración de glucosa hasta 40 mM, cuando la 

fuente de nitrógeno empezó a ser la limitante (Figura IV.1A). El rendimiento específico de 

producción de ectoínas disminuyó  en un 40% a concentraciones altas de glucosa (Figura 1B), y 

también resultó menor el coeficiente de síntesis de biomasa. El título volumétrico de ectoínas 

presentó un máximo a 40 mM.  

Efecto de la concentración de amonio en el crecimiento y la producción de ectoínas 

Los cultivos discontinuos se hicieron crecer en una concentración de amonio entre 5 y 200 

mM, con una concentración fija de glucosa (20 mM). La concentración de amonio afectó tanto 

al rendimiento en biomasa como a la velocidad de crecimiento de C. salexigens. A bajas 

concentraciones, ambos parámetros se incrementaron en proporción al aporte de amonio. Los 

bajos rendimientos en biomasa se deben a una síntesis de ectoínas y componentes celulares 

limitada por la escasez del nitrógeno. Además, el efecto sobre la velocidad de crecimiento 

sugiere que la actividad de los sistemas de captación de amonio se vea afectada por la 

concentración del mismo en el medio.  

Se observó un descenso ligero en la velocidad de crecimiento con el aumento de la 

concentración de amonio (Figura IV.1C). La tasa de mortalidad celular en la fase estacionaria 

aumentó de forma llamativa a altas concentraciones de amonio, lo que indica que un exceso de 

esta fuente de nitrógeno podría tener efectos tóxicos en las células, aún más importantes tras 

el agotamiento de la fuente de carbono (Figura IV.1C). El contenido en ectoínas de las células 

fue menor a concentraciones mayores de amonio, mientras que su título volumétrico alcanzó 

un máximo a 30 mM (Figura IV.1D).  
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Efectos de la limitación y exceso de nitrógeno sobre el metabolismo de C. salexigens: overflow 

de carbono y flujos metabólicos relativos 

La baja eficiencia del crecimiento de C. salexigens en presencia de un aporte de glucosa y 

amonio desequilibrado podría estar relacionada con: i) cambios metabólicos que producen un 

overflow de productos secundarios (como piruvato y acetato) (Pastor et al., 2013) y ii) una 

producción de ectoínas menor debida a una disponibilidad reducida de amonio para síntesis de 

biomasa.  

 

 

 

Figura IV.1. Efecto de la concentración de glucosa y de amonio en el crecimiento de C. salexigens 
growth. El efecto de la glucosa se analizó en medio mínimo M63 con amonio 30 mM y glucosa 
10-100 mM. El efecto del amonio se analizó en el mismo medio con glucosa 20 mM y amonio 5-
200 mM. (A, C) Velocidad de crecimiento (puntos) y biomasa máxima (barras). (B, D) 
Rendimientos específicos de ectoína (barras grises) e hidroxiectoína (barras blancas); los puntos 
indican el título volumétrico de las ectoínas. En todos los cultivos la concentración de NaCl fue 
2,5 M. Las barras de error representan la desviación estándar de al menos tres replicados 
biológicos. 
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Tabla IV.1. Efecto de la ratio C/N en la alimentación sobre el metabolismo overflow de C. 
salexigens. Las células crecieron en medio mínimo M63 suplementado con glucosa y amonio en 
las concentraciones indicadas en la tabla.  

 [Glucosa] 
(mM) 

[Amonio] 
(mM) qGlcuconato* qPiruvato* qAcetato* 

Glucosa 
variable 

10 30 4,74 ± 0,03 1,49 ± 0,13 N.D. 
20 30 2,44 ± 0,36 6,51 ± 0,18 N.D. 
40 30 5,14 ± 1,23 4,97 ± 0,23 N.D. 
60 30 10,72 ± 2,51 5,73 ± 2,30 N.D. 
80 30 2,83 ± 0,50 7,13 ± 0,76 N.D. 

100 30 5,37 ± 0,61 6,63 ± 0,25 N.D. 

Amonio 
variable 

20 5 40,74 ± 5,08 43,33 ± 9,83 N.D. 
20 15 1,61 ± 0,01 15,77 ± 1,42 2,13 ± 0,21 
20 30 2,44 ± 0,36 6,51 ± 0,18 N.D. 
20 80 5,66 ± 2,35 2,38 ± 0,23 N.D. 
20 150 3,66 ± 1,44 1,39 ± 0,71 N.D. 
20 200 8,26 ± 1,62 1,60 ± 0,18 N.D. 

*Velocidades expresadas en mmol/gPS·h. 

N.D. No detectado. 

 

El crecimiento ineficiente de C. salexigens presenta una correlación con la acumulación 

en el medio de cultivo de gluconato, piruvato, y en menor medida acetato. Los perfiles 

metabólicos observados se vieron muy afectados por la naturaleza del nutriente limitante. La 

acumulación de piruvato y gluconato observada resultó especialmente alta en cultivos limitados 

por nitrógeno, y continuó después de que el crecimiento ya se hubiera detenido. El overflow 

metabólico observado en cultivos limitados por carbono fue mucho menor (Tabla IV.1). El 

piruvato y el acetato son metabolitos del overflow, y por tanto pueden servir como indicadores 

de un metabolismo ineficiente. Resulta interesante que, a una concentración de glucosa inicial 

dada, la velocidad de excreción de piruvato aumentó en proporción con la ratio C/N en el medio 

de cultivo. Por tanto, en C. salexigens el overflow depende de forma acusada de la disponibilidad 

de amonio en el medio. Recientemente, se ha propuesto que el piruvato podría tener un papel 

relevante en ambientes hipersalinos (Oren, 2015). Por otro lado, el gluconato no puede 

considerarse metabolito del overflow. Se cree que la oxidación rápida de la glucosa a gluconato 

se debe a una adaptación de algunos microorganismos que ofrece ventaja al competir por las 

fuentes de carbono, donde algunos microorganismos no son capaces de usar el gluconato como 

fuente de carbono. Además, el gluconato se consumió más adelante, en la segunda mitad de la 

fase exponencial de crecimiento (Pastor et al., 2013).  
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Figura IV.2. (A) Espectros de 13C-NMR de ectoínas producidas por C. salexigens en presencia de diferentes 

concentraciones de amonio en el medio. Las células crecieron en medio mínimo M63 con NaCl 2,5 M. La 

concentración de amonio fue 30 mM (espectro superior) o 50 mM (espectro inferior). Ver Materiales y 

métodos para mayor detalle. Las ampliaciones de (B) (C) muestran algunas señales significativas de 

ectoína y glutamato. Los tres esquemas superpuestos en los espectros representan el marcaje esperado 

en ectoína (Ect) y glutamato (Glu), para las tres rutas extremas posibles para la síntesis de ectoínas a partir 

de piruvato: (d) piruvato deshidrogenasa (Pdh) más una vuelta al ciclo del ácido cítrico (CAT), (e) piruvato 

carboxilasa y (f) piruvato carboxilasa (Pc) más una vuelta al CAT. El código de color indica el porcentaje de 

marcaje en cada posición, según la escala de color de la parte izquierda.  

  

Ect, COOH Ect, COOH
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Es posible determinar ciertos flujos metabólicos relativos en nodos importantes del 

metabolismo rastreando la incorporación de 13C procedente de fuentes de carbono marcadas 

en posiciones específicas de las moléculas de ectoínas (Pastor et al., 2013). Aprovechando este 

hecho, se cultivó a C. salexigens en [2-13C]-glucosa en diferentes proporciones amonio/glucosa. 

Se observó un perfil alterado de solutos compatibles: en una ratio amonio/glucosa alta (es decir, 

en cultivos limitados por glucosa), C. salexigens acumuló glutamato hasta un nivel comparable 

al de las ectoínas (Figura IV.2). Se hizo una estimación de ciertas ratios de flujos relevantes a 

partir de los patrones de marcaje observados, como se ha descrito previamente (Pastor et al., 

2013). Concretamente, se estimaron las ratios entre piruvato carboxilasa y piruvato 

deshidrogenasa (Pc/Pdh), piruvato carboxilasa y citrato sintasa (Pc/Cs) y citrato sintasa y ectoína 

sintasa (Cs/EctA), pero sólo se detectaron pequeñas variaciones entre los cultivos con ratio 

amonio/glucosa entre 0,5 y 3 (Figura IV.3B). Este hecho es un reflejo de la rigidez metabólica de 

C. salexigens al enfrentarse a cambios ambientales. Previamente hemos descrito un patrón de 

rigidez similar en respuesta a la concentración de sal (Pastor et al., 2013) que vuelve a ponerse 

de manifiesto en respuesta a cambios en los aportes de carbono y nitrógeno.  

 

 

Figura IV.3. Efecto de la limitación de glucosa y de amonio sobre el metabolismo de C. 
salexigens. Las células crecieron en medio mínimo M63 con NaCl 2,5 M en diferentes ratios 
amonio/glucosa. (A) Contenido relativo en los solutos compatibles (SSCC) ectoína (barras 
blancas), hidroxiectoína (barras grises) y glutamato (barras negras) al final de la fase exponencial 
de crecimiento. (B) Ratios de flujos metabólicos relevantes en el funcionamiento del nodo del 
piruvato entre los siguientes pasos enzimáticos: piruvato carboxilasa (Pc), piruvato 
deshidrogenasa (Pdh), citrato sintasa (Cs), y ectoína sintasa (EctA).  

 

 

0

20

40

60

80

100

120

0.5 1.5 2.5 3

Po
rc

en
ta

je
de

l t
ot

al
 d

e 
SS

.C
C.

 
de

te
ct

ad
os

[Amonio]/[Glucosa] (mol/mol)

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0.5 1.5 2.5 3

Ra
tio

 d
e 

flu
jo

[Amonio]/[Glucosa] (mol/mol)

Pc/Pdh

Cs/EctA

Pc/Cs

A B

114 
 



Capítulo IV 
 

Conexión entre el metabolismo overflow y el metabolismo de ectoínas: caracterización 

metabólica de un mutante ect- 

En vista de la conexión existente entre la asimilación de glucosa y amonio y la síntesis de 

ectoínas y el metabolismo overflow, se cuestionó qué ocurriría con el overflow de C. salexigens 

en el caso de que no fuera capaz de sintetizar ectoínas. La síntesis de solutos compatibles supone 

una gran carga metabólica para las células, y está en función de la concentración de sal; a 2,5-3 

M de NaCl, las ectoínas suponen hasta el 16-24% del peso seco celular (Pastor et al., 2013). Para 

evaluar el metabolismo overflow en relación con la síntesis de ectoínas, se compararron los 

perfiles metabólicos de C. salexigens CHR61 y la cepa mutante C. salexigens CHR62, deficiente 

en la ruta de síntesis de ectoínas (por este motivo en adelante será referida como mutante ∆ect).  

El crecimiento del mutante ∆ect está muy mermado, y puede crecer únicamente en 

concentraciones de sal moderadas (p. ej. 0,75 M de NaCl), y a una velocidad mucho menor 

(Figura IV.4A). En cambio, en un medio suplementado con ectoína 20 mM como única fuente de 

nitrógeno, el crecimiento del mutante es similar al de la cepa silvestre (Figura IV.3B). Este hecho 

demuestra que: i) el crecimiento deficiente del mutante ∆ect es consecuencia de su incapacidad 

de sintetizar ectoínas y ii) C. salexigens puede usar las ectoínas como la única fuente de carbono 

y de nitrógeno.  

También se determinó el overflow del mutante ∆ect. Al crecer en amonio como única 

fuente de nitrógeno, el mutante ∆ect mostró un metabolismo ineficiente, con bajo coeficiente 

de síntesis de biomasa a partir de glucosa (YX/Glc) y una acumulación alta de gluconato en el 

medio de cultivo (Tabla IV.2). La producción de los metabolitos del overflow (piruvato y acetato) 

fue similar para ambas cepas, representando aproximadamente el 20% de la glucosa consumida. 

Dado que el mutante ∆ect no sintetiza ectoínas, el alivio de esta carga metabólica llevó a una 

disminución del 30% en la velocidad de consumo de glucosa. A pesar de esto, la acumulación de 

gluconato resultó 12 veces más rápida, lo que implica que la oxidación rápida de glucosa a 

gluconato no está sometida a una regulación que asegure las necesidades del crecimiento.  
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Figura IV.4. Conexión entre el metabolismo del nitrógeno y la síntesis de ectoínas. Efecto de la mutación ect- en el crecimiento de C. 

salexigens. (A) Se cultivaron las cepas CHR61 (tipo silvestre) y CHR62 (mutante ect-, símbolos grises) en medio mínimo M63 con NaCl 

0,75 M. (B) Se revirtió el fenotipo deficiente en el crecimiento tras la suplementación del medio de cultivo con ectoína 20 mM. (C) 

Efecto de la fuente de nitrógeno escogida en el crecimiento de C. salexigens CHR61 en medio M63 con NaCl 2,5 M y suplementado 

con 30 mM de amonio, 20 mM de alanina, 20 mM de glutamato o 20 mM de ectoína como única fuente de carbono.  
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El consumo de glucosa fue similar para las dos cepas al crecer en 20 mM de ectoína como 

única fuente de nitrógeno, y menor que en ausencia de ectoínas. Las velocidades específicas de 

consumo de glucosa y de producción de gluconato y piruvato fueron menores que en el medio 

control con amonio como fuente de nitrógeno. En conjunto, esto indica que: i) cuando C. 

salexigens usa ectoína como fuente de carbono y nitrógeno, el consumo de glucosa es menor, y 

ii) la producción de gluconato y piruvato está relacionada con la carga metabólica impuesta por 

la producción de ectoínas, siendo mucho menor cuando la ectoína está presente en el medio de 

crecimiento. Por otro lado, la producción de acetato aumentó en ambas cepas, con una 

concentración que llega a superar 5 mM, que podría ser consecuencia de un overflow específico 

causado por la degradación de las ectoínas (Schwibbert et al., 2011). La ruta de degradación de 

las ectoínas se ha descrito en Sinorhizobium meliloti y H. elongata (Schwibbert et al., 2011). 

Previamente se había determinado que el overflow del acetato en C. salexigens está en función 

de la concentración de sal en el medio (Pastor et al., 2013). De hecho, estos resultados podrían 

indicar que la síntesis de ectoínas en esta bacteria es alta de forma constitutiva (lo que 

concuerda con las ratios de flujos casi constantes que se observaron en las distintas salinidades) 

mientras que la degradación de ectoínas podría ser un proceso regulado.  

 

 

Tabla IV.2. Crecimiento de C. salexigens CHR61 (tipo silvestre) y CHR62 (mutante ∆ect) en medio 
mínimo M63 con NaCl 0,75 M. 

Medio Cepa µ (h-1) qGlucosa qGluconato qPiruvato qAcectato 

M63 + NaCl 
0,75 M 

CHR61 0,20±0,01 3,52 0,26 1,14 0,31 

CHR62 0,10±0,01 2,52 2,35 0,70 0,31 

M63 + NaCl 
0,75 M + 

Ectoína 20 mM 

CHR61 0,18±0,01 2,59 0,01 0,12 0,69 

CHR62 0,19±0,01 2,82 0,12 0,96 0,92 
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Comprendiendo los cambios metabólicos en C. salexigens: síntesis y degradación de ectoínas 

y su conexión con el metabolismo central 

Para comprender mejor estos datos, hemos de tener en cuenta que la ruta de producción 

y degradación de ectoína y su integración en el metabolismo central. La síntesis de ectoína he 

hidroxiectoína consume aspartato y acetil coenzima A, ATP y NAD(P)H como cofactores y 

glutamato como fuente de nitrógeno. A su vez, la activación de los grupos amonio en forma de 

glutamato, que actúa como donador de grupos amino para la síntesis de aspartato (a través de 

la aspartato aminotransferasa) y de L-2,4-aminobutirato (a través de EctB), requiere el consumo 

de aún más cofactores. Para bacterias que crecen en medio mínimo con amonio como fuente 

de nitrógeno, todos los compuestos nitrogenados derivan de los productos primarios de la 

asimilación del amonio: glutamato y glutamina (Neidhardt, 1996). El glutamato es el donador de 

grupos amino para la síntesis de ectoínas (Vargas et al., 2008).  

Se han descrito dos sistemas principales de captación de amonio en esta bacteria, que 

difieren en su afinidad por el sustrato. El sistema glutamina sintetasa/glutamato sintetasa 

(GS/GOGAT) es el sistema principal de captación de amonio en concentraciones bajas del mismo 

(<1 mM), mientras que glutamato deshidrogenasa (Gdh) es el sistema principal a 

concentraciones altas. Existen cinco genes anotados como supuestas glutaminas sintetasas en 

el genoma de C. salexigens (Copeland et al., 2011): csal0777, csal1181, csal1192, csal0243, 

csal0679. La enzima glutamato sintasa es una proteína homodimérica compuesta por dos 

subunidades diferentes codificadas por gltB (csal0615) y gltD (csal0616). Tanto el sistema 

GS/GOGAT como Gdh incorporan amonio al esqueleto carbonado de 2-cetoglutarato. El 

glutamato formado es reconocido generalmente como la principal reserva de nitrógeno celular, 

transfiriéndolo a otros compuestos en reacciones catalizadas por aminotransferasas. Sin 

embargo, ambos sistemas difieren en sus requerimientos energéticos (Neidhardt, 1996). 

Recientemente, Schwibbert y colaboradores aplicaron un análisis in silico de la red metabólica 

de H. elongata que puso de manifiesto que el uso de uno u otro sistema de captación de amonio 

altera el rendimiento global de la ruta de síntesis de ectoínas (Schwibbert et al., 2011). C. 

salexigens metaboliza la glucosa por medio de la ruta de Entner-Doudoroff, cuyo rendimiento 

en ATP es bajo. Por tanto, el uso del sistema GS/GOGAT o Gdh para la incorporación de amonio 

en esta bacteria podría tener un impacto mayor que en el caso de H. elongata, y explicaría la 

menor eficiencia del crecimiento en bajas concentraciones de amonio.  

Por tanto, la estequiometría global de la ruta de síntesis de ectoínas depende del sistema 

escogido para la síntesis de glutamato, que implica un menor número de equivalentes de ATP 

en el caso de Gdh. Esto subraya la magnitud de la carga energética y redox impuesta por la 
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síntesis de ectoínas, ya que se requieren (2 o 4) equivalentes de ATP y 3 equivalentes de NADPH 

por mol de ectoína, según la ruta considerada para la síntesis de glutamato. Se requiere un 

equivalente adicional para la síntesis de hidroxiectoína.  

La diferencia de afinidad por su sustrato de los dos sistemas de incorporación de amonio 

permite explicar el efecto observado de la concentración de amonio sobre la velocidad de 

crecimiento. En concentraciones bajas, la célula emplea la ruta GS/GOGAT, gastando más 

energía con el fin de aprovechar al máximo el poco amonio disponible. A concentraciones 

mayores de amonio, éste se asimila a través de la ruta de Gdh, menos costosa en energía (Figura 

IV.1C).  

Conexión entre el metabolismo overflow y el metabolismo del amonio: evaluación del 

crecimiento en varias fuentes de nitrógeno 

Con el fin de confirmar la relación entre las rutas de asimilación de amonio y el overflow, 

se llevaron a cabo cultivos en cuatro diferentes fuentes de nitrógeno: amonio, ectoína, alanina, 

y glutamato. Los experimentos se realizaron en medio mínimo con NaCl 2,5 M. La cinética de 

crecimiento y el metabolismo overflow demostraron que la asimilación de nitrógeno es una 

carga metabólica importante para C. salexigens. La velocidad de crecimiento fue mayor en 

presencia de ectoína o glutamato como fuentes de nitrógeno. La acumulación de gluconato y de 

piruvato siguió una tendencia inversa a la de la velocidad de crecimiento. Se observó un retraso 

prolongado (fase lag) al crecer en alanina, debido probablemente a la acumulación de un exceso 

de piruvato, formado por transaminación de la alanina (Figura IV.4C). En todos los casos, se 

detectó poco o ningún acetato en el medio de cultivo.  

Cultivo en fed-batch de C. salexigens 

El conocimiento obtenido de todos estos resultados se empleó en el desarrollo de una 

estrategia de alimentación que permitiera un cultivo de alta densidad de C. salexigens. Como se 

ha descrito en las secciones previas, los cultivos alimentados con bajos niveles de glucosa y de 

amonio mostraron los mayores contenidos de ectoína por unidad de biomasa. Esto indica que 

C. salexigens no está bien adaptada a concentraciones altas de nutrientes, lo que se puede 

explicar por su adaptación a crecer en ambientes pobres en nutrientes (Zahran, 1997; Oren, 

2002). Este fenómeno es común en otros muchos microorganismos, y normalmente aparece 

acoplado a un metabolismo overflow alto durante el crecimiento en medios ricos en nutrientes. 

Además, un flujo bajo de nutrientes limita la cantidad de células producidas, lo que afecta a la 

productividad de los procesos. Este efecto resultó particularmente evidente cuando los niveles 

de nitrógeno eran bajos, lo que afectó a la velocidad de crecimiento. Por último, la acumulación 
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de gluconato y el overflow de piruvato podrían evitarse. Para poder conseguir un nivel alto de 

producción de ectoínas, debe alcanzarse un rendimiento específico de ectoínas y de biomasa 

altos. Por todo esto, se decidió crecer C. salexigens en cultivos fed-batch limitados por glucosa, 

buscando optimizar las condiciones para mantener un cultivo de alta densidad.  

Se diseñaron los perfiles de alimentación fed-batch usando glucosa como nutriente 

limitante. Tras una fase inicial de cultivo discontinuo, se alimentaron los cultivos con una 

disolución concentrada de nutrientes, fijando la velocidad de crecimiento mediante el control 

de la velocidad de alimentación del nutriente limitante (Nielsen, 2006). Durante todo el 

experimento se monitorearon el crecimiento, la producción de ectoínas y metabolitos y el 

consumo de nutrientes.  

Figura IV.5. Cultivo de alta densidad de C. salexigens en sistema fed-batch. (A) Perfil de un cultivo 
en fed-batch de C. salexigens alimentado de forma exponencial a una velocidad fija de 0,05 h-1. 
Se muestra la evolución de la biomasa y los productos secundarios principales (gluconato, 
piruvato, acetato y lactato). Las fermentaciones se llevaron a cabo en un sistema Biostat B 
system, como se describe en la sección Materiales y métodos. 

  

 

Cuando la velocidad de crecimiento se ajustó a un nivel relativamente alto (0,1 h-1), se 

acumularon glucosa y amonio en el medio de crecimiento y el crecimiento se detuvo en una 

densidad celular baja (12,6 g/L) como consecuencia de la inhibición por el amonio (Tabla IV.3). 

En una velocidad de crecimiento menor (0,05 h-1) se alcanzó una densidad mucho mayor (28,1 

g/L). En este caso, el nutriente limitante fue la glucosa, que se agotó completamente en el medio 

de cultivo. Sin embargo, la alimentación de amonio no estaba equilibrada y continuó 

acumulándose en el reactor, llevando al final a una inhibición del crecimiento. Para minimizar 

este efecto, se diseñó un esquema de alimentación con dos disoluciones de alimentación 

distintas. La segunda fase de alimentación se inició con una disolución de nutrientes menos 

concentrada en amonio. De esta forma se llegó a una densidad de 42,4 g/L. El título de ectoínas 
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fue de 4,2 g/L. Este último esquema de alimentación, con una disolución con contenido bajo en 

nitrógeno y glucosa como nutriente limitante, permitió no sólo controlar la velocidad de 

crecimiento, sino también limitar el metabolismo overflow. Se observó acumulación de 

gluconato y piruvato durante las fases iniciales de los cultivos, alcanzándose concentraciones de 

hasta 7 mM de gluconato y 15 mM de piruvato. La cantidad de lactato y acetato observada fue 

mucho menor. Desde las 50 h de cultivo en adelante, no se detectó ninguno de estos 

metabolitos en los sobrenadantes de los cultivos, demostrando la limitación por carbono del 

crecimiento, de manera que las células recuperaban los productos excretados con el fin de 

maximizar el rendimiento metabólico.  

 

Tabla IV.3. Comparación de cultivos discontinuos y en fed-batch de C. salexigens DSM 3043. 

  Discontinuo Fed-batch A Fed-batch B Fed-batch C 

μ (h-1) 0.18 0,1 0,05 0,05 
[Glucosa] inicial (mM) 20 20 20 20 
[Amonio] inicial (mM) 30 30 30 15 
Glucosa alimentada total (g) 3.6. 75,64 111,7 111,7 
Glucosa consumida total (g) 3.6 65,25 111,7 111,7 

Perfil de alimentación (g/L·h)     

24-48h N.A. 0,26-17,9 0,14-0,6 0,10-0,4 

48- hasta el final N.A. - 0,6-3,6 0,4-2,26 

Biomasa máxima (g/L) 2.12 12,6 28,1 42,36 

Producción de ectoína (g/L) 0.16 0,27 1,62 1,96 
Producción de hidroxiectoína 
(g/L) 0.18 0,18 1,51 2,25 

Rendimiento en biomasa 
(gCDW.gglucose

-1) 0.6 0,25 0,5 0,75 

Tiempo (h) 60 72 168 90 

Agitación (rpm) 41-554 41-860 41-1138 41-1149 

pO2 (%O2) 30 30 30 30 

Aireación (L/minuto) 1-6 1-4 1-2 1-3,5 
 

 

Por tanto, estos resultados demuestran que el overflow que se observa en C. salexigens 

en los cultivos discontinuos se puede minimizar en cultivos fed-batch limitados por la fuente de 

carbono, lo que indica que la eficiencia metabólica de esta especie es mucho mayor en entornos 

pobres en nutrientes.  
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CONCLUSIONES 

En este trabajo, se muestra por primera vez la importancia de unos flujos de carbono y 

nitrógeno equilibrados para la producción óptima de ectoínas. El metabolismo de C. salexigens 

está optimizado para maximizar la supervivencia en ambientes pobres en nutrientes. En un 

entorno rico en nutrientes su metabolismo resulta ineficiente, y un alto nivel de metabolismo 

overflow limita el crecimiento. Hay que señalar que los cambios en el overflow observados en 

C. salexigens al variar la ratio C/N no se reflejó en los flujos metabólicos relativos. La rigidez 

metabólica de C. salexigens se demostró mediante 13C-RMN. Por último, fue posible cultivar C. 

salexigens en alta densidad en condiciones de limitación de carbono.  
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RESUMEN 

La bacteria halotolerante y halófila C. salexigens emplea la ruta de Entner-Doudoroff 

para metabolizar la glucosa, estando condicionada su eficiencia metabólica por la alta 

demanda biosintética impuesta por sus solutos compatibles, las ectoínas. La rigidez metabólica 

que parece haber desarrollado C. salexigens para soportar esta sobrecarga metabólica resulta 

en un metabolismo menos eficiente a bajas concentraciones de sal, lo que deriva en la 

formación de subproductos metabólicos. Al crecer en fructosa como única fuente de carbono 

no se observa este metabolismo overflow, y se alcanza un rendimiento en biomasa mayor. En 

este trabajo se analizan los pasos iniciales de dos rutas metabólicas alternativas de 

incorporación de fructosa al metabolismo central. Por un lado, la fructosa se puede fosforilar 

en C6 y, a causa de la carencia de 6-fosfofructoquinasa, canalizarse de forma cuantitativa hacia 

la ruta de ED. Por otro lado, un sistema fosfotransferasa específico para fructosa (PTS) puede 

importar y fosforilar en C1 la fructosa, que seguidamente ingresa en una ruta similar a EMP. La 

presencia de enzimas de ambas rutas se demostró mediante ensayos basados en 31P-RMN, 

concretamente fosfoglucoisomerasa, 6-fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato, 

fructoquinasa, y 1-fosfofructoquinasa. Se logró asignar las dos últimas actividades a dos 

marcos abiertos de lectura (ORFs) de C. salexigens (Csal0931 y Csal2647, respectivamente), 

mediante su clonaje en E. coli y la confirmación de sus actividades en ensayos 

espectrofotométricos. El seguimiento del marcaje isotópico de [1-13C]fructosa, reveló que la 

fructosa se metabolizaba en un 85 y un 15% mediante las rutas de ED y de EMP, 

respectivamente. De esta forma, las rutas existentes para el metabolismo de fructosa otorgan 

a C. salexigens una mayor flexibilidad metabólica para la catabolización de la fuente de 

carbono que en el caso de glucosa, lo que permite equilibrar de forma más eficiente y 

controlada las demandas de biosíntesis con las de energía. 
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INTRODUCCIÓN 

Los microorganismos halófilos son capaces de prosperar en ambientes con alta 

osmolaridad, en concentraciones de sal que en ocasiones, pueden llegar a alcanzar las 

condiciones de saturación. Hoy en día, se sabe que estos microorganismos son 

metabólicamente muy diversos y están presentes en todos los dominios de la vida. 

Centrándonos en los dominios procariotas, se han desarrollado dos estrategias principales 

para hacer frente a altas concentraciones de sal. La primera de ellas, conocida como la 

estrategia “salt-in”, es casi exclusiva de la familia de arqueas Halobacteriaceae, algunas 

bacterias anaerobias y la bacteria aerobia Salinibacter ruber (Oren, 2002; Roberts, 2004). En 

pocas palabras, esta estrategia consiste en la acumulación intracelular de iones inorgánicos 

que compensan la salinidad exterior. La segunda estrategia, denominada “organic solutes-in”, 

es una estrategia más evolucionada y muy extendida entre las bacterias, especialmente entre 

bacterias fotótrofas y quimioorganótrofas (Galinski, 1993). Esta estrategia se basa en la 

acumulación intracelular de compuestos orgánicos de bajo peso molecular, conocidos como 

solutos compatibles, que compensan los iones salinos del medio extracelular (Severin et al., 

1992; Ventosa et al., 1998). Para poder acumular tales compuestos, en caso de no estar 

disponibles en el entorno, deben ser sintetizados de novo. A diferencia de la estrategia “salt-

in”, este requerimiento impone una carga metabólica sobre el metabolismo de los 

microorganismos que la empleen (Oren, 1999). Los altos requerimientos de energía para la 

síntesis de solutos compatibles explican por qué esta estrategia no se ha hallado en bacterias 

anaerobias.  

Los microorganismos que usan una u otra estrategia son metabólicamente diversos y 

utilizan diferentes fuentes de energía y de carbono. Ambos tipos de halófilos han desarrollado 

a lo largo de su evolución adaptaciones metabólicas específicas que resultan de gran interés, 

tanto para la ciencia básica como para la ciencia aplicada (Oren, 2002; Schiraldi y de Rosa, 

2002; Morozkina et al., 2010). 

C. salexigens es una bacteria halófila aerobia que acumula ectoínas en respuesta a altas 

concentraciones de sal ambientales (Arahal et al., 2001). En un artículo reciente, se ha descrito 

el metabolismo de glucosa en C. salexigens. Esta bacteria ha desarrollado características 

metabólicas específicas que incrementan sus posibilidades de sobrevivir en entornos muy 

demandantes. Por ejemplo, se requiere un flujo anaplerótico elevado para sostener la síntesis 

de ectoínas a expensas de los intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT), y C. 

salexigens resuelve este problema con una alta actividad piruvato carboxilasa, reponiendo así 
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el pool intracelular de oxaloacetato (OAA) (Pastor et al., 2013). Además, el alto grado de 

adaptación metabólica al crecimiento en alta salinidad ha derivado en una rigidez de los nodos 

metabólicos que da como resultado un metabolismo poco eficiente de la glucosa a baja 

concentración de sal y una sobreproducción de piruvato y acetato (metabolismo overflow o 

rebosadero). 

Una de las principales características de C. salexigens es la ausencia de glucolisis para el 

metabolismo de la glucosa (Pastor et al., 2013). La glucolisis, también conocida como ruta de 

Embden-Meyerhof-Parnas, es la ruta para el catabolismo inicial de la glucosa en muchos 

microorganismos (Romano y Conway, 1996). Consiste en diez pasos enzimáticos y produce dos 

moles de piruvato, NADH y ATP por mol de glucosa. La ruta de Entner-Doudoroff es una ruta 

alternativa para la oxidación de la glucosa que esté presente en muchos microbios (Werner 

et al., 2010). Comparte varias de sus enzimas con la glucolisis. Las diferencias principales entre 

ambas rutas son: i) el mecanismo de fosforilación (activación) de la glucosa, ii) el conjunto de 

enzimas usado y iii) el rendimiento energético global (Entner y Doudoroff, 1952; Conway, 

1992). En E. coli y muchas bacterias coexisten ambas rutas, y la contribución de cada una a la 

oxidación global de la glucosa puede distinguirse empleando sustratos marcados (Führer et al., 

2005). Sin embargo, muchas bacterias poseen exclusivamente una de las dos rutas, debido 

frecuentemente a la carencia de 6-fosfofructoquinasa, una de las enzimas reguladoras de la 

glucolisis. Este es el caso de C. salexigens y Pseudomonas putida (Sawyer et al., 1977; Pastor 

et al., 2013).  

La preferencia de C. salexigens por la ruta de Entner-Doudoroff podría estar relacionada 

con la producción de NADPH, requerido para la síntesis de ectoínas, siendo clave, por tanto, 

para explicar su adaptación satisfactoria al crecimiento en alta salinidad (Stöveken et al., 2011; 

Pastor et al., 2013; He et al., 2015).  

Un análisis preliminar del genoma de C. salexigens indicó que podría ser capaz de 

asimilar fructosa por medio de la glucolisis (Csonka et al., 2005). De hecho, se identificaron los 

genes que codifican para el sistema fosfotransferasa transportador de fructosa (PTSFru) y su 

parálogo PTSNtr. Mientras que PTSFru codifica para un transportador específico de fructosa (de 

Crécy-Lagard et al., 1991), el papel de PTSNtr es menos conocido (Chavarría et al., 2013).  

El objetivo de este trabajo fue describir el metabolismo de C. salexigens en fructosa, la 

identificación de las rutas implicadas, y comprender su relevancia. Se ha caracterizado 

fisiológicamente en detalle el metabolismo de fructosa en C. salexigens, incluyendo: la 

confirmación de la presencia de enzimas del metabolismo de fructosa mediante 31P-RMN y 
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ensayos espectrofotométricos con extractos celulares y enzimas purificadas, la identificación 

funcional de las rutas por 13C-RMN y el análisis de la organización en el genoma de C. 

salexigens de los genes implicados en el metabolismo de fructosa.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas bacterianas y cultivos 

A lo largo de este estudio se empleó C. salexigens CHR61, un mutante espontáneo de C. 

salexigens DSM 3043T resistente a rifampicina (Tabla II.1). Los stocks en glicerol, cultivos 

sólidos y precultivos se suplementaron con rifampicina hasta una concentración final de 25 

µg/ml. Los precultivos se iniciaron a partir de stocks en glicerol al 20%, y se hicieron crecer en 

medio SW-2 (con un contenido total de sales de 2% (p/v) o 0,3 M), compuesto por 15,6 g/L de 

NaCl, 4,07 g/L de MgSO4·7H2O, 2,6 g/L de MgCl2·6H2O, 0,4 g/L de KCl, 67 mg/L de CaCl2·2H2O, 

47 mg/L de NaBr y 13 mg/L de NaHCO3 (Vargas et al., 1997).  

Para la producción de ectoína y la caracterización de las rutas metabólicas, se hizo 

crecer la cepa en medio mínimo M63 (pH 7,2) conteniendo 16,3 g/L de KH2PO4, 4,2 g/L de 

KOH, 2 g/L de (NH4)2SO4, 39,5 mg/L de MgSO4·7H2O y 0,5 mg/L de FeSO4·7H2O. El medio M63 

se suplementó con 43,8, 87,6 ó 146,0 g/L de NaCl (correspondientes a 0,75, 1,5 ó 2,5 M). Como 

fuente de carbono, se empleó 20 mM de fructosa o glucosa. Los cultivos en M63 se inocularon 

a una absorbancia inicial (A600) de 0,025 con un precultivo en fase exponencial crecido durante 

una noche en medio SW-2. Se crecieron cultivos de 100 mL en matraces de 0,5 L a 37ºC en un 

agitador rotatorio a 210 rpm.  

 

Procedimientos analíticos 

Crecimiento celular. Para medir la concentración de células, se resuspendieron las 

células en una disolución de NaCl (de 0,75 a 2,5 M), y se midió la absorbancia a 600 nm 

(Novaspec Plus Visible Spectrophotometer, Amersham Biosciences, Piscataway, EE.UU.). Se 

estableció una correlación entre la A600 y los gramos de peso seco (PS) para la cepa utilizada, 

según la siguiente ecuación: gPS/L = 0,545·A600. 

Determinación de fructosa extracelular y ácidos orgánicos. Se determinaron los ácidos 

orgánicos extracelulares (gluconato, piruvato y acetato) y la fructosa mediante cromatografía 

de intercambio iónico en un equipo de HPLC Shimadzu LC-10 (Shimadzu Scientific Instruments, 
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Columbia, EE.UU.), equipado con detectores de índice de refracción diferencial y de array de 

diodos (UV) (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, EE.UU.). Para la separación de los 

ácidos orgánicos se usó una columna de intercambio iónico ICE-COREGEL 87H3 (Transgenomic, 

Omaha, EE.UU.). La fase móvil fue 15 mM de H2SO4 a un caudal de 0,5 mL/min y 45°C. 

Determinación del consumo de glucosa. Se determinó la glucosa en los sobrenadantes 

empleando un kit específico basado en hexoquinasa (GAHK20, Sigma, Saint Louis, EE.UU.). El 

kit se manipuló de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes. Las medidas se 

realizaron en un lector de microplacas de 96 pocillos Synergy (Bio-Tek, Winooski, EE.UU.). 

 

Espectroscopía de RMN y estudios de marcaje isotópico 

Para los experimentos de marcaje, se crecieron las células en 100 mL de medio M63 en 

presencia de glucosa o fructosa marcadas isotópicamente (CortecNet, Voisins-Le Bretonneux, 

Francia). Los sustratos marcados isotópicamente empleados fueron [1-13C]glucosa y [1-
13C]fructosa. Los cultivos se detuvieron en fase exponencial media-tardía (A600 entre 1,5 y 2), y 

las células se separaron del sobrenadante por centrifugación (15 min a 16000g y 4°C). Los 

solutos compatibles (ectoínas y glutamato) se extrajeron a partir de los sedimentos celulares 

aplicando una variación del protocolo descrito por García-Estepa y colaboradores., (García-

Estepa et al., 2006). La fase acuosa se liofilizó y resuspendió en metanol deuterado. Los 

espectros de 1H-RMN y 13C-RMN se registraron a 25°C usando espectrómetros Brucker AV400 y 

Brucker AV500 a 400 y 500 MHz, respectivamente, con un tiempo de relajación de 1 s en el 

caso de 1H-RMN y de 60 s en el caso de 13C-RMN. Las áreas de los picos se integraron para su 

cuantificación. Para la cuantificación de los picos de 1H-RMN se añadió ácido fórmico a cada 

muestra como estándar externo hasta una concentración final de 5 mM. Para la cuantificación 

de picos de 13C-RMN, se introdujo un capilar conteniendo [U-13C4]-1,1',3,3'-tetrametilurea en 

el tubo de RMN como estándar externo de tal forma que la concentración de 13C en el tubo de 

RMN fuera equivalente a 18,1 mM.  

 

Predicción del destino del marcaje isotópico 

Se seleccionaron [1-13C]fructosa y glucosa para determinar la importancia relativa de las 

distintas rutas posibles del metabolismo central, de acuerdo a lo descrito anteriormente (Klapa 

et al., 1999; Metallo, Walther y Stephanopoulos, 2009). Se predijeron los patrones de 
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incorporación de la marca isotópica de glucosa y fructosa en piruvato y acetil-CoA via glucolisis 

o ruta de Entner-Doudoroff, y posteriormente en las ectoínas.  

Extracción de ARN y RT-PCR 

Para cada muestra, se aisló el contenido total de ARN de 3·108 células. Se empleó el kit 

de extracción de ARN Qiagen RNeasy Mini de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los 

extractos de ARN se trataron con ADNasa libre de ARNasa (Qiagen, Venlo, Países Bajos) para 

evitar interferencias debidas al ADN durante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Se 

determinó la pureza y concentración del ARN así obtenido con un espectrofotómetro 

NanoDrop® ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, EE.UU.), y se evaluó su calidad en 

un analizador microfluídico Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, EE.UU.), 

usando el kit Agilent RNA 6000 Pico kit. El ARN aislado se almacenó a -80°C durante un período 

máximo de 3 días. Se retrotranscribió un microgramo de ARN de alta calidad (relación de ARNr 

[23S/16S] ≈ 1,6, número de integridad de ARN [RIN] > 9,0, y relación A260/A280 > 2,0) con 

reactivos de reversotranscripción de TaqMan® (Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.), y se 

almacenó a -20°C hasta su uso. El proceso de RT-PCR consistió en la incubación de 50 μL de 

mezcla de reacción en un termociclador PCR-Thermal Cycler 200 (MJ Research Inc., Boston, 

EE.UU.) durante 10 min a 25°C, 30 min a 48°C y 5 min a 95°C.  

Los cebadores usados en este trabajo (enumerados en el Anexo V, Tabla II.S1) se 

diseñaron con la aplicación informática Primer Express® Software v3.0 (Applied Biosystems), y 

se adquirieron de Applied Biosystems (Cheshire, Reino Unido). Se emplearon como control de 

cuantificación interno los genes polA y dnaA de C. salexigens, que codifican para la ADN 

polimerasa I y el regulador transcripcional dual de unión a ADN, respectivamente. La PCR 

cuantitativa se llevó a cabo en un aparato 7300 real-time PCR System (Applied Biosystems), 

usando el reactivo de PCR Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Cada 

mezcla de reacción de 50 μL conteniendo 10 ng de ADNc molde y 15 picomoles de cada 

cebador se incubó 2 min a 50°C, 10 min a 95°C tras lo que se las sometió a 40 ciclos de dos 

fases (15 s a 95°C y 1 min a 60°C). Se revisó el rango dinámico lineal y la eficacia de la 

amplificación de cada gen según el protocolo del fabricante. Los datos brutos se transformaron 

en valores de ciclo umbral (Ct) usando la aplicación 7300 System SDS v1.3.1 (Applied 

Biosystems). La expresión relativa de los genes de interés se comparó con la condición de 

cultivo de referencia (en este caso los crecidos en glucosa) aplicándose el método de la 

comparación de Ct, expresándose los resultados en forma de ∆∆Ct. 
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Ensayos enzimáticos 

Detección de actividad enzimática mediante 31P-RMN. Se obtuvieron extractos celulares 

a partir de 800 mL de cultivo de C. salexigens crecida en medio M63, suplementado con NaCl 

0,75 M y fructosa 20 mM como única fuente de carbono. Se tomaron muestras para 

centrifugación en la fase exponencial tardía del crecimiento (A600 aproximadamente 2). Se 

sonicaron las células en baño de hielo con una sonda de 3 mm de diámetro usando un 

ultrasonicador Vibra Cell VC 375 (Sonic Materials, Danbury, EE.UU.) y se centrifugaron a 16000 

g durante 20 min a 4°C. Los sobrenadantes (extracto libre de células) se usaron para las 

medidas posteriores de actividad enzimática. Los extractos celulares se limpiaron de sales y 

pequeños compuestos orgánicos con columnas de desalación por permeación en gel PD-10 (GE 

Healthcare, Buckminghamshire, Reino Unido), para evitar la inhibición de la actividad 

enzimática y/o interferencias. Las reacciones se dispararon adicionando extracto proteico a la 

mezcla de reacción hasta un volumen final de 2 mL. En los casos en que fue necesaria la 

adición de ATP o pirofosfato como sustrato de reacción, se añadió además NaF para inhibir la 

actividad ATPasa en los extractos celulares. En todas las reacciones se mantuvo la temperatura 

a 30°C. Se dejó correr cada reacción durante dos horas, tomando una alícuota de 500 µL cada 

20 ó 30 minutos, según el caso. Inmediatamente, se colocó cada una de estas alícuotas en 

baño con hielo, se les añadió EDTA hasta una concentración final de 50 mM para quelar los 

iones de magnesio de la mezcla de reacción y mejorar así la resolución de los espectros y se 

incubaron a 85°C durante 10 min para una inactivación enzimática completa. Los espectros 

finales de 31P-RMN obtenidos son el resultado de la señal acumulada durante 30 min. Para 

cada alícuota de cada reacción se repitió el registro de 31P-RMN en las mismas condiciones de 

adquisición tras añadir los correspondientes compuestos fosforilados puros con objeto de 

confirmar la identidad de los picos de las muestras.  

Las mezclas de reacción contuvieron: 

1-Fosfofructoquinasa (1Pfk). Tampón Tris 100 mM (pH 7), fructosa-1-fosfato 5 mM, ATP 5 mM, 

NaF 30 mM, MgCl2 10 mM y KCl 50 mM. 

Fosfoglucoisomerasa (Pgi). Tampón MOPS 100 mM (pH 6,5), fructosa-6-fosfato 5 mM, MgCl2 

10 mM y KCl 50 mM. 

Fructoquinasa (Frk). Tampón Tris 100 mM (pH 7,5), fructosa 5 mM, ATP 5 mM, NaF 30 mM, 

MgCl2 50 mM y KCl 250 mM. 
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6-Fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Pfp). Tampón MOPS 100 mM (pH 6,5), 

fructosa-6-fosfato 5 mM, pirofosfato 5 mM, NaF 30 mM, MgCl2 10 mM y KCl 50 mM. 

Ensayos espectrofotométricos de actividad enzimática. Los ensayos de actividad 

enzimática se optimizaron para las condiciones, medios y cepa usados en este estudio. Las 

medidas se llevaron a cabo en un lector de microplacas de 96 pocillos Synergy HT (Bio-Tek, 

Winooski, EE.UU.). Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima 

capaz de catalizar el consumo de un micromol de sustrato consumido o la formación de dicha 

cantidad de producto por minuto. Las valores de actividad enzimatica se normalizaron con 

respecto a los miligramos de proteína (unidades/mg). En cada caso, se tomaron muestras del 

cultivo que se centrifugaron a 16000g durante 15 min a 4°C, y se resuspendieron los 

sedimentos celulares en tampón fosfato 65 mM (pH 7,5). Se sonicaron las células en baño de 

hielo con una sonda de 3 mm de diámetro de un ultrasonicador Vibra Cell VC 375 (Sonic 

Materials, Danbury, EE.UU.) y se centrifugaron a 16000g durante 20 min a 4°C. Los 

sobrenadantes libres de células se usaron para las medidas de actividad. Se determinó la 

concentración de proteína en los extractos proteicos mediante el método del ácido 

bicinconínico (BCA) (BCA Protein Assay kit, Pierce). Cada mezcla de reacción contuvo un 

volumen final de 200 µL en cada pocillo, de los que 40 µL correspondieron a extracto proteico 

convenientemente diluido con el tampón adecuado en cada caso. Las composiciones de las 

mezclas de reacción fueron las siguientes: 

6-Fosfofructoquinasa (6Pfk). Se aplicó el método de Peng y Shimizu (Peng y Shimizu, 2003) con 

ligeras modificaciones. El tampón de medida fue imidazol-HCl 50 mM (pH 7), y la mezcla de 

reacción contuvo MgCl2 5 mM, NADH 1 mM, EDTA 1 mM, ATP 5 mM, 2 U/mL de aldolasa, 8 

U/mL de triosa-fosfato isomerasa, 2 U/mL de α-glicerofosfato deshidrogenasa y fructosa-6-

fosfato 5 mM como reactivo disparador. Se siguió la actividad enzimática como disminución de 

la absorbancia debida a NADH a 340 nm (εNADH=6220 M-1cm-1). 

1-Fosfofructoquinasa (1Pfk). Se aplicó una modificación del método empleado para medir 

6Pfk. El tampón de medida fue imidazol-HCl 50 mM (pH 7), y la mezcla de reacción contuvo 

MgCl2 5 mM, NADH 1 mM, EDTA 1 mM, ATP 5 mM, 2 U/mL de aldolasa, 8 U/mL de triosa-

fosfato isomerasa, 2 U/mL α-glicerofosfato deshidrogenasa y fructosa 1-fosfato 5 mM como 

reactivo disparador. Se siguió la actividad enzimática como disminución de la absorbancia 

debida a NADH a 340 nm (εNADH=6220 M-1cm-1). 

6-Fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (dirección de fosforilación), (Pfp). Se aplicó el 

método de (Bertagnolli y Cook, 1984) ligeramente modificado. El tampón de medida fue 

imidazol-HCl 50 mM (pH 7), y la mezcla de reacción contuvo 5 mM MgCl2 5 mM, NADH 0,2 
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mM, EDTA 1 mM, 2 U/ml DE aldolasa, 3 U/mL de  triosa –fosfato isomerasa, 3 U/mL α-

glicerofosfato deshidrogenasa, fructosa-6-fosfato 2 mM y MgPPi 1 mM como reactivo 

disparador. Se siguió la actividad enzimática como disminución de la absorbancia debida a 

NADH a 340 nm (εNADH=6220 M-1cm-1). 

Glucoquinasa (Glk). Se aplicó el método de Peng y Shimizu (Peng y Shimizu, 2003) con algunas 

modificaciones. El tampón de medida fue Tris-HCl  100 mM (pH 7,5), y la mezcla de reacción 

contuvo MgCl2 10 mM, KCl 50 mM, NADP+ 2 mM, ATP 5 mM, 4 U/mL de glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa y glucosa 5 mM como reactivo disparador. Se siguió la actividad enzimática 

como aumento de la absorbancia debida a NADPH a 340 nm (εNADH=6220 M-1cm-1). 

Fructoquinasa (Frk). Se aplicó una modificación del método empleado para medir Glk. El 

tampon de medida fue Tris-HCl 100 mM (pH 7,5), y la mezcla de reacción contuvo MgCl2 10 

mM, KCl 50 mM, NADP+ 2 mM, ATP 5 mM, 4 U/mL de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 4 

U/mL fosfoglucoisomerasa y fructosa 5 mM como reactivo disparador. Se siguió la actividad 

enzimática como aumento de la absorbancia debida a NADPH a 340 nm (εNADH=6220 M-1cm-1). 

6-Fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (dirección de desfosforilación), (Pfp). Se usó 

Tris-HCl 100 mM (pH 7,5) como tampón de medida, y la mezcla de reacción contuvo MgCl2 10 

mM, KCl 50 mM, NADP+ 2 mM, ATP 5 mM, 5 mM 4 U/mL de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 

4 U/mL de fosfoglucoisomerasa, K2HPO4 5 mM y fructosa-1,6-bisfosfato como reactivo 

disparador. Se siguió la actividad enzimática como aumento de la absorbancia debida a NADPH 

a 340 nm (εNADH=6220 M-1cm-1). 

 

Clonaje, expresión y purificación de proteínas 

A partir del ADN cromosómico de C. salexigens DSM 3043T se amplificaron las 

secuencias de los genes Csal2647, Csal0931 y Csal0639 usando los cebadores mostrados en la 

Tabla II.S1 (ver Anexo V). Los productos de PCR resultantes se digirieron con las enzimas de 

restricción PstI/HindIII (KpnI/HindIII en el caso de Csal0639) y se clonaron en el vector de 

expresión bacteriano pRSETC (pRSETB en el caso de Csal0639) (Life Technologies, Carlsbad, 

EE.UU.), que añade seis residuos de histidina (cola de poli-histidina) al extremo N-terminal de 

las proteínas clonadas. Los plásmidos resultantes se transformaron en la cepa hospedadora 

especializada E. coli BL21(DE3) ∆patZ (Castaño-Cerezo et al., 2015) (ver Tabla II.1). Para la 

expresión de las proteínas con cola de poli-histidina, se hicieron crecer las cepas 

transformadas a 30°C en medio LB hasta una absorbancia (A600) de 0,5, momento en que se le 

añadió isopropil-D-tiogalactósido (IPTG) hasta una concentración de 0,5 mM para inducir la 

expresión de las proteínas heterólogas, tras lo que se dejaron crecer los cultivos 3 horas más. 

Se recolectaron las células mediante centrifugación y se lavaron tres veces con NaCl 0,9% y 
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MgSO4 10 mM. Los sedimentos celulares se resuspendieron en tampón de unión (Na2HPO4 

15,5 mM, NaH2PO4 4,5 mM, NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, pH 7,4) y se lisaron por 

sonicación (3 ciclos de 30 segundos por muestra) en un baño con hielo. Se retiraron los restos 

celulares mediante centrifugación y se cargó cada extracto proteico en columnas His GraviTrap 

(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). Se purificaron las proteínas con cola de poli-

histidina de acuerdo con el protocolo indicado por el fabricante. Las proteínas purificadas 

conteniendo aún imidazol, se limpiaron con columnas desaladoras PD-10 (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, Reino Unido), y se almacenaron en tampón fosfato 65 mM (pH 7,5) a -80°C 

hasta su uso.  

 

Tabla II.1. Cepas y plásmidos usados en este trabajo.  

Cepa Genotipo relevante/uso Fuente, o referencia 

Chromohalobacter 
salexigens CHR61 

Mutante espontáneo de la cepa 
DSM 3043 con resistencia a Rf 

(Canovas et al., 1997) 

Escherichia coli Top10F’ 

 

Cepa hospedadora para la 
propagación de los plásmidos 
pRSETB pRSETC  

 

Invitrogen 

 

Escherichia coli BL21 
(DE3) ∆patZ 

 

Cepa hospedadora para la 
expresión de proteínas 
heterólogas; F- ompT hsdSB(rB- 
mB-) gal dcm λ(DE3) tonA ΔpatZ 

(Castaño-Cerezo et al., 
2015) 

Plásmido Región clonada Fuente 

pRSETB 
pRSETBCsal0639p 
pRSETC 
pRSETCCsal0931p 
pRSETCCsal2647p 

- 
Csal0639 
- 
Csal0931 
Csal2647 

Life Technologies 
Este trabajo 
Life Technologies 
Este trabajo 
Este trabajo 
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RESULTADOS 

Crecimiento de C. salexigens en fructosa como fuente de carbono. Producción de ectoína y 

metabolismo overflow 

Se analizó la fisiología de C. salexigens en medio mínimo con fructosa en función de la 

salinidad y se comparó su comportamiento con glucosa como fuente de carbono. C. salexigens 

se cultivó en medio mínimo M63 suplementado con fructosa o glucosa como única fuente de 

carbono a tres concentraciones de sal (NaCl 0,75, 1,5 y 2,5 M). Tal como se ha descrito 

previamente, el rendimiento máximo en biomasa aumentó con la salinidad en glucosa como 

fuente de carbono, mientras que la velocidad de crecimiento disminuyó un 60% desde 0,75 M 

(salinidad óptima para el crecimiento) hasta 2,5 M (salinidad óptima para la síntesis de 

biomasa). La velocidad de crecimiento en fructosa resultó un 30-40% menor en cualquiera de 

las salinidades probadas (Figura II.1A), mientras que el rendimiento máximo en biomasa fue 

mayor que en los cultivos con glucosa, excepto en NaCl 2,5 M (Figura II.1B). 

El análisis de los sobrenadantes de los cultivos en fructosa reveló la ausencia de 

gluconato, piruvato y acetato, al menos en niveles detectables. La ausencia de metabolismo 

overflow concuerda con el rendimiento mayor en biomasa en los cultivos de fructosa. Además, 

a 2,5 M de NaCl, donde los cultivos en glucosa mostraron un metabolismo overflow mucho 

menor que a baja salinidad, no se observó una diferencia significativa en el rendimiento en 

biomasa entre las dos fuentes de carbono.  

Con el objetivo de comprender cómo la ausencia de metabolismo overflow afecta al 

metabolismo central de C. salexigens al crecer en fructosa, se evaluó el coeficiente 

estequiométrico de consumo de la fuente de carbono para la producción de biomasa en 

ambas series de cultivos. La eficiencia del consumo de la fuente de carbono aumentó al 

aumentar la salinidad, en ambos azúcares, pero esta tendencia fue mucho más acusada en el 

caso de la glucosa. La velocidad de consumo de fuente de carbono resultó menor en el caso de 

la fructosa en todas las condiciones probadas (Figura II.2). 

Globalmente, el crecimiento fue más eficiente en fructosa a baja salinidad, mientras que 

los parámetros de crecimiento fueron similares a alta salinidad. Estas diferencias fenotípicas 

aparecen en correlación con la presencia de metabolismo overflow, y podría ser una 

consecuencia directa de este último.  
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Figura II.1. Velocidad específica de crecimiento (A) y biomasa máxima (B) en cultivos 
discontinuos crecidos en glucosa y fructosa. Se crecieron los cultivos a 37°C en medio mínimo 
M63 con glucosa 20 mM (barras negras) o fructosa 20 mM (barras grises) como única fuente 
de carbono en NaCl 0,75, 1,5 ó 2,5 M. Todos los datos representan el promedio de al menos 
tres series de cultivos independientes. Ver sección Materiales y métodos para mayor detalle.  
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Figura II.2. Eficiencia de los consumos de glucosa y fructosa. El histograma representa el 
rendimiento en el consumo de glucosa (YGlc/X, barras negras) y fructosa (YFru/X, barras grises). 
Los círculos representan las velocidades específicas de consumo, siguiendo el mismo código de 
color. Se crecieron los cultivos a 37°C en medio mínimo M63 con glucosa 20 mM o fructosa 20 
mM como única fuente de carbono en NaCl 0,75, 1,5 ó 2,5 M. Todos los datos representan el 
promedio de al menos tres series de cultivos independientes. 

 

 

Reconstrucción del metabolismo de fructosa en C. salexigens: pruebas genómicas y 

transcriptómicas 

Las rutas para el metabolismo de la fructosa en C. salexigens no han sido descritas 

previamente. Los primeros pasos de las rutas para la utilización de la fructosa se recogen en la 

Figura II.3A. En base a la anotación genómica se predicen dos rutas para la incorporación de la 

fructosa al metabolismo central (Copeland et al., 2011). La primera de ellas implica la entrada 

de fructosa a través de un sistema fosfotransferasa (PTS) específico de fructosa (PTSFru) y 

fructosa-1-fosfato como intermediario. La segunda ruta implica un transportador de azúcar no 

PTS (o bien un transportador ABC o un facilitador para azúcares, ver Figura II.3A), y la 

activación de la fructosa a fructosa-6-fosfato por una quinasa soluble. Estas dos rutas podrían 

estar conectadas por la actividad reversible de una fructosa bisfosfatasa dependiente de 

pirofosfato (Fbp). 
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En base al genoma, la fructosa es el único azúcar para el que existe un transportador PTS 

específico en C. salexigens. Dado que el transporte de azúcares a través de PTS es incompatible 

su completa metabolización mediante la ruta de Entner-Doudoroff (Romano, Trifone y 

Brustolon, 1979), el crecimiento de C. salexigens en fructosa como única fuente de carbono 

debería tener lugar (al menos en parte) por medio de una ruta diferente. Por tanto, resulta 

evidente que C. salexigens metaboliza la fructosa a través de otra vía metabólica.  

En este trabajo, se analizaron genes seleccionados relacionados con el metabolismo de 

fructosa para una mayor comprensión de estas rutas. Así, se seleccionó un subconjunto de 

marcos abiertos de lectura (ORFs) a los que, de forma automatizada, se le habían asignado 

funciones relacionadas con enzimas del metabolismo de fructosa, para llevar a cabo estudios 

de transcripción mediante PCR a tiempo real (RT-PCR). Este subgrupo incluyó todos los ORFs 

anotados previamente como posibles PfkB (Csal0274, Csal0639, Csal0931, Csal1534 y 

Csal1841). Se incluyeron asimismo genes codificantes de enzimas pertenecientes a ambas 

rutas de la incorporación de la fructosa, a saber, fructoquinasa (frk, Csal0931) por un lado, y los 

genes del operón fruBKA por el otro. Este grupo fue ampliado para incluir algunas enzimas que 

conectaran el metabolismo de fructosa con el metabolismo central y de glucosa: 6-

fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (pfp, Csal1534), fosfoglucoisomerasa (pgi, 

Csal0932), fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (ald, Csal0370), glucoquinasa (glk, Csal0935) y 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (zwf, Csal2741). Se incluyeron además tres quinasas de 

azúcares más, 2-cetogluconato quinasa (KguK, Csal0274) y los dos ORFs restantes anotados 

previamente como 6-fosfofructoquinasas (PfkB, Csal0639, y Csal1841) que aún no habían 

recibido una asignación definitiva. Todas las enzimas asociadas con estas actividades se 

muestran en la Figura II.3B.  

Se realizaron tres series de cultivos discontinuos de C. salexigens en tres fuentes de 

carbono distintas, glucosa, fructosa y glicerol. Cuatro de esos ORFs se sobreexpresaron en los 

cultivos en fructosa, en comparación con las otras dos condiciones. Dos de esos genes 

sobreexpresados pertenecen al grupo de cinco ORFs previamente anotados como PfkB: 

Csal2647 y Csal0639.  

  

140 
 



Capítulo V 
 

 

 

 

 

Figura II.3. (Página siguiente). (A) Rutas de asimilación de fructosa, glucosa y gluconato en C. 

salexigens, propuestas en base a estudios previos filogenéticos e in silico en los que se 

compara C. salexigens con P. putida y otras especies relacionadas. Las dos rutas propuestas 

para la asimilación de la fructosa se basan en los datos de 13C-, 31P-RMN y RT-PCR, y en los 

estudios de expresión heteróloga presentados en este capítulo. Los nombres de enzimas y 

transportadores se muestran encuadrados en rectángulos y elipses, respectivamente. Las 

enzimas incluidas en los estudios de RT-PCR cuya actividad se confirmó mediante 31P-NMR 

aparecen en rectángulos azules, los ORFs que se incluyeron en los estudios de RT-PCR y no se 

detectaron o no se ensayaron en 31P-RMN aparecen en rectángulos verdes. El resto de los 

transportadores y enzimas propuestos se muestran en rectángulos blancos. (B) Grupos de 

genes y operones relacionados con las rutas de asimilación de glucosa y fructosa en C. 

salexigens. El nombre de la asignación más plausible se muestra sobre cada ORF. Los ORFs que 

se incluyeron en el estudio de RT-PCR aparecen destacados en rectángulos blancos.  

Abreviaturas: 1Pfk, 1-fosfofructoquinasa; Aep, aldosa-1-epimerasa; Ald, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa; 
Eda, 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa; Edd, 6-fosfogluconato deshidratasa; Frk, fructoquinasa; 
Gapdh, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; Gcd, glucosa deshidrogenasa; Glcnl, gluconolactonasa; 
Glk, glucoquinasa; GntP, transportador de gluconato; KguD, 2-ceto-6-fosfogluconato reductasa; KguK, 2-
cetogluconato quinasa; KguT, transportador de 2-cetogluconato; Pgi, fosfoglucoisomerasa; Pgl, 6-
fosfogluconolactonasa; Pgk, fosfoglicerato quinasa; Pts, sistema de transporte fosfotransferasa 
(específico de fructosa); Tpa, tagatosa-6-fosfato aldolasa; Zwf, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 

1Facilitadores de transporte de azúcares o transportadores tipo ABC (asignación provisional/no 
definitiva). 
2 ORFs que retienen su asignación como PfkB debido a la falta de datos experimentales.  
3Operón fruBKA. 

Los ORFs siguientes retienen asignaciones poco precisas basadas en anotación automática (en JGI): a, 
“LacI family transcriptional regulator”; b, “short chain dehydrogenase/reductase”; c, “putative fructose 
transport system kinase”; d, “mannitol dehydrogenase-like protein”; e, “aldo/keto reductase; f, NAD+-
binding D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase”. 
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Csal2647 pertenece al grupo formado por tres ORFs con alta homología con el operón 

fruBKA de varias especies del género Pseudomonas. Este operón codifica un sistema PTS 

específico para la importación de fructosa que fosforila este azúcar formando fructosa-1-

fosfato (fruB y fruA) (Reizer, Reizer y Lagrou, 1999) y Csal2647, que codifica una proteína 

soluble (Figura II.3B). Csal2647 presenta alta homología con el gen fruK de P. putida, que 

codifica 1-fosfofructoquinasa, la cual fosforila la fructosa-1-fosfato a fructosa-1,6-bisfosfato. 

Los genes del operón fruBKA se sobreexpresaron conjuntamente en medio mínimo con 

fructosa (Tabla II.2), lo que refuerza la función del producto de Csal2647 como parte del 

operón fruBKA, siendo esencial para la existencia de una ruta similar a EMP para el 

metabolismo de la fructosa en C. salexigens (Figura II.3A).  

 

Tabla II.2. Análisis mediante RT-PCR de la expresión de genes relacionados con el metabolismo 
de fructosa seleccionados. Niveles de expresión relativa en cultivos crecidos en fructosa y 
glicerol como fuentes de carbono con respecto a cultivos crecidos en glucosa (esta última 
condición se fijó como condición de referencia). Todas las muestras de ARN se extrajeron de 
cultivos en fase exponencial de crecimiento. Los resultados están expresados como ∆∆Ct, y 
representan el promedio y desviación estándar de al menos dos replicados biológicos y tres 
replicados técnicos. Ver sección Materiales y métodos para mayor detalle.  

Genes Actividad 
enzimatica Fructosa Glicerol 

Csal2648 Pts1 1,64 ± 0,21 0,82 ± 0,11 
Csal2647 1Pfk 1,57 ± 0,15 0,79 ± 0,14 
Csal2646 Pts2 2,22 ± 0,19 0,83 ± 0,13 
Csal0370 Ald -0,11 ± 0,14 -0,12 ± 0,13 
Csal1534 Pfp -0,46 ± 0,16 -0,47 ± 0,17 
Csal0935 Glk 0,53 ± 0,27 0,91 ± 0,18 
Csal0932 Pgi 0,29 ± 0,31 -0,07 ± 0,29 
Csal0931 Frk 0,33 ± 0,19 0,27 ± 0,43 
Csal2741 Zwf 0,00 ± 0,14 0,52 ± 0,28 
Csal0274 KguK 0,34 ± 0,22 0,24 ± 0,18 
Csal0639 PfkB3 0,95 ± 0,17 0,81 ± 0,22 
Csal1841 PfkB3 0,22 ± 0,15 0,32 ± 0,20 

 

1La secuencia de aminoácidos de este gen abarca dominios ortólogos de las subunidades EI, HPr y EIIA 
de un sistema fosfotransferasa (Pts). 
2La secuencia de aminoácidos de este gen abarca dominios ortólogos de las subunidades EIIB y EIIC de 
un sistema fosfotransferasa (Pts). 
3Asignación automática a falta de datos experimentales. 
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Aún no existen datos experimentales que asocien Csal0639 con alguna función 

fisiológica, y retiene por tanto la asignación como PfkB. Csal0639 aparece sobreexpresado en 

C. salexigens en los cultivos con fructosa (Tabla II.2), lo que puede interpretarse como indicio 

de una función relacionada con el metabolismo de este azúcar. Para confirmar esto, y ayudar a 

la elucidación de su verdadera función, se comparó su secuencia de aminoácidos con la de 

otros ORFs de varias γ-proteobacterias, y se usaron estos datos en un estudio filogenético en el 

que se incluyeron los ORFs con mayor similaridad con Csal0639 (ver Figura II.S1 en Anexo V). 

Estos ORFs codifican enzimas que catalizan reacciones relacionadas con 

fosforilación/desfosforilación de fructosa y derivados fosforilados de la misma, así como 

reacciones análogas con otras hexosas. Este análisis no aportó nuevas pistas y no se pudo 

concretar su función real y, por tanto, tampoco su implicación en el metabolismo de la 

fructosa. 
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Rutas metabólicas implicadas en el metabolismo de fructosa en C. salexigens: estudios 

con 13C-RMN 

Con el objetivo de comprender mejor el destino de la fructosa en el metabolismo de C. 

salexigens, se rastreó la marca isotópica (13C) de glucosa y fructosa como únicas fuente de 

carbono. Se escogió el marcaje en C1 para ambas hexosas, ya que la marca en esta posición da 

lugar a patrones de marcaje diferentes en las ectoínas, según la hexosa haya sido metabolizada 

mediante la ruta de ED o de EMP. Se hizo una predicción del marcaje de las ectoínas de 

acuerdo a lo descrito en Pastor y colaboradores., (2013). Según esta predicción, el carbono del 

grupo metilo de las ectoínas aparecería marcado únicamente en el caso de que la hexosa se 

metabolizase mediante la ruta de EMP (para más detalles, ver Anexo III).  

 

Figura II.4. Espectros de 13C-NMR obtenidos a partir de extractos intracelulares de cultivos 
crecidos en (A) [1-13C]-fructosa y [1-13C]-glucosa. Como medio de crecimiento se usó medio 
mínimo conteniendo 20 mM de la fuente de carbono marcada y 0,75 M de NaCl. En la imagen 
se indican las señales correspondientes al carbono carboxílico (COOH), C4, C5, C6 y al carbono 
metílico (CH3) de las moléculas de ectoína (E) e hidroxiectoína (H). Las representaciones de las 
moléculas de ectoínas aparecen coloreadas según el porcentaje de marcaje con 13C para cada 
átomo de carbono de la molécula, siguiendo el código de color indicado por la escala de la 
parte inferior derecha de la figura. Nótese que las mayores diferencias en el marcaje entre las 
dos fuentes de carbono aparecen en las posiciones C5 y CH3. La señal de CH3 se toma como 
indicadora de la contribución a la síntesis de ectoínas del flujo de carbono a través de la ruta 
de EMP.  
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Al crecer en fructosa, el grupo metilo de las ectoínas presenta hasta un 10% de 

enriquecimiento en 13C, tanto a 0,75 como a 2,5 M NaCl. Este porcentaje implicaría una 

contribución de un 18,8 ± 3,0% de la ruta de EMP en la síntesis de ectoínas a partir de fructosa 

(así como otras contribuciones menores que en este caso se pueden despreciar, p. ej. la ruta 

de las pentosas fosfato). En cambio, al crecer en glucosa, las ectoínas mostraron un 

enriquecimiento de sólo el 1,2 ± 0,1% en esta posición, valor muy próximo a la abundancia 

natural del 13C (Figura II.4). El hecho de que el marcaje isotópico de las ectoínas se ajuste bien 

a una combinación de las rutas EMP y ED para la metabolización de la mayor parte de la 

fructosa concuerda con la incompatibilidad de la incorporación de la fructosa mediante un 

transportador PTS con una metabolización exclusiva de la misma mediante la ruta de ED, y 

también está de acuerdo con las dos rutas de incorporación de la fructosa descritas más arriba. 

Sin embargo, para poder relacionar el patrón de marcaje hallado en las ectoínas con una 

combinación de ED y EMP han de hacerse ciertas asunciones termodinámicas, lo que plantea 

la necesidad de más información para confirmar este hecho de forma inequívoca.  

 

Demostración in vitro de actividades enzimáticas: estudios de 31P-RMN 

Una vez que el patrón de marcaje de las ectoínas ha permitido obtener una visión 

general del metabolismo de la fructosa, se hacen necesarios datos más concretos para 

confirmar los resultados obtenidos. Para obtenerlos, se ensayaron actividades enzimáticas 

específicas en extractos proteicos procedentes de cultivos crecidos en fructosa. Dado que 

todas las actividades que se buscaba confirmar implican cofactores e intermediarios 

fosforilados, se usó 31P-RMN para hacer un seguimiento de su aparición y/o desaparición, para 

obtener así pruebas de una actividad determinada.  

Se detectaron cuatro actividades diferentes en los extractos proteicos estudiados. Dos 

de ellas, fructoquinasa (Frk) y fosfoglucoisomerasa (Pgi) confirmaron la presencia de una 

conexión entre la incorporación de fructosa y la ruta de ED. La primera de ellas sería atribuible 

a Csal0931 y la última a Csal0932. Se detectó además 1-fosfofructoquinasa (1Pfk), lo que se 

tomó como prueba de la existencia de una ruta similar a EMP y dependiente de un 

transportador PTS para el catabolismo de la fructosa. Esta actividad podría atribuirse a 

Csal2647 como parte de un posible operón fruBKA en C. salexigens. Las series temporales de 

espectros de las actividades 1-Pfk y Frk se muestran en las Figuras II.5 y V.6, respectivamente. 

Las series temporales para la actividad Pgi aparecen en la Figura II.S2 del Anexo V. 
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Figura II.5. Actividad 1-fosfofructoquinasa. Los ensayos de actividad se realizaron con 
extractos libres de células crecidos en medio mínimo M63 con NaCl 0,75 M y fructosa 20 mM 
como única fuente de carbono. Los extractos se recolectaron durante la fase exponencial de 
crecimiento, y se les retiraron las impurezas no proteicas. A los extractos se añadió fructosa-1-
fosfato y ATP como sustratos de la reacción además del tampón adecuado y el resto de 
reactivos necesarios (ver sección de Materiales y métodos para más información). A, zona 
típica de aparición de las señales de fosfatos y ésteres de fosfato en espectros de 31P-NMR. B, 
detalle de la zona de aparición de los fosfatos de hexosas. Los espectros aparecen organizados 
en una serie temporal. De abajo a arriba: inmediatamente después de la adición del sustrato, y 
tras 20 y 40 minutos de incubación. La identidad de las señales se designa con letras según 
sigue: a, ATP; b, ADP; c, pirofosfato; d, fructosa-1,6-bisfosfato; e, fructosa-1-fosfato y f, fosfato. 
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Se detectó además actividad pirofosfato-fructosa-6-fosfato 1-fosfotransferasa, o 6-

fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Pfp) (Figura II.S3, Anexo V). Esta actividad es 

reversible y puede funcionar tanto en sentido glucolítico como gluconeogénico. A esta enzima 

se le atribuye generalmente un papel gluconeogénico. Una prueba de ello sería la incapacidad 

de esta enzima de complementar la falta de Pfk en E. coli (Kemp y Tripathi, 1993). Este sería 

también el caso de C. salexigens, donde la presencia de la actividad Pfp no es capaz de revertir 

los efectos explicados de la falta de Pfk en el metabolismo de glucosa. Sin embargo, la 

actividad Pfp sólo pudo ser confirmada experimentalmente en la dirección glucolítica (Figura 

II.S3, Anexo V). 

Por último, no fue posible la detección de una actividad Pfk dependiente de ATP en los 

extractos proteicos mediante esta técnica, lo que se suma a todos los resultados anteriores 

que apuntan a la ausencia de esta enzima en C. salexigens (Pastor et al., 2013).  

 

Figura II.6. Actividad fructoquinasa. Las condiciones de cultivo y procedimiento para 
obtención del extracto fueron los mismos que en el caso anterior. A los extractos se añadió 
fructosa y ATP como sustratos de la reacción además del tampón adecuado y el resto de 
sustratos y reactivos necesarios (ver sección de Materiales y métodos para más información). 
Los espectros aparecen organizados en una serie temporal. De abajo a arriba: inmediatamente 
después de la adición del sustrato, y tras 30, 60 y 90 minutos de incubación. La identidad de las 
señales se designa con letras según sigue: a, fructosa-6-fosfato; b, ATP y c, ADP. 
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Asignación de funciones a Csal2647, Csal0931 y Csal0639 

Para poder asignar de forma inequívoca las actividades detectadas mediante 31P-RMN, 

se seleccionaron tres ORFs del genoma de C. salexigens para su clonaje en E. coli BL21. Las tres 

proteínas heterólogas se purificaron mediante cromatografía de afinidad a iones metálicos, y 

sobre las proteínas purificadas se ensayaron las actividades candidatas mediante métodos 

espectrofotométricos. Los ORFs escogidos fueron Csal2647, Csal0931, para la confirmación de 

las actividades 1-Pfk y Frk, respectivamente, y Csal0639, con objeto de determinar su actividad 

real y si ésta está relacionada con el metabolismo de la fructosa, como apuntan los datos de 

RT-PCR. Se ensayaron cinco actividades enzimáticas diferentes sobre las tres proteínas 

purificadas: 1-fosfofructoquinasa, 6-fosfofructoquinasa dependiente de ATP, fructoquinasa, 

glucoquinasa y 6-fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato. En el caso de esta última, se 

realizaron ensayos independientes para los sentidos glucolítico y gluconeogénico de la 

reacción.  

Tal como se esperaba, Csal2647 mostró actividad 1-Pfk y rastros de actividad Frk (esta 

última en niveles dos órdenes de magnitud inferiores a 1-Pfk). La actividad Frk se debió 

probablemente a la presencia de trazas de fructosa en el reactivo de fructosa-1-fosfato, antes 

que ser atribuible a una inespecifidad de sustrato. En el caso de Csal0931, sólo se detectó la 

actividad Frk esperada (ver Tabla II.3). 

Csal0639 no mostró actividad detectable en ninguno de los ensayos, lo que deja su 

papel fisiológico aún por determinar.  

 

Tabla II.3.  Actividades enzimáticas detectadas mediante métodos espectrofotométricos en las 
tres proteínas expresadas en E. coli BL21(DE3) ∆patZ correspondientes a los tres genes C. 
salexigens clonados. Los valores que se muestran representan el promedio y la desviación 
estándar de al menos dos replicados biológicos y tres replicados técnicos. Todos los resultados 
están expresados en micromoles de sustrato/producto consumidos/producidos por minuto y 
mg de proteína (U/mg). Abreviaturas: Frk, fructoquinasa; 1-Pfk, 1- fosfofructoquinasa. También 
se llevaron a cabo ensayos específicos para la detección de las siguientes actividades (en 
ninguno de ellos se detectó actividad): 6-Pfk, 6-fosfofructoquinasa; Glk, glucoquinasa; Pfp, 6-
fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato. 

Actividad enzimática Csal2647 Csal0931 Csal0639 

Frk 0,05 ± 0,02 2,71 ± 0,75  ND 

1-Pfk 1,12 ± 0,32 ND ND 
ND, no detectada. 
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DISCUSIÓN  

Los microorganismos han desarrollado una enorme flexibilidad en el modo de proveer 

de carbono el metabolismo central (Sudarsan et al., 2014). En los casos en que existen rutas 

redundantes, el uso preferente de una u otra ruta lo determinan los condicionantes 

ambientales a los que se enfrenta el microorganismo, ya que la supervivencia y proliferación 

microbianas dependen de la distribución de flujos y de su capacidad de satisfacer las 

necesidades metabólicas impuestas. En el caso del halófilo C. salexigens, la adaptación al 

crecimiento en altas salinidades ha forzado la evolución de su metabolismo en el sentido de 

mejorar la eficacia de las rutas esenciales para biosíntesis de solutos compatibles. La síntesis 

de ectoínas impone una alta carga metabólica a la célula, debido especialmente a la alta 

demanda de equivalentes de NADPH. En este trabajo, se ha demostrado que C. salexigens ha 

desarrollado diferentes estrategias para la incorporación, activación y metabolización de 

glucosa y de fructosa. La existencia de diferentes rutas tiene importantes implicaciones 

fisiológicas que afectan la eficiencia metabólica en términos del equilibro de energía y redox 

de las rutas globales.  

Hemos identificado dos rutas disponibles para la metabolización de la fructosa en C. 

salexigens. La redundancia metabólica parece suponer una ventaja adaptativa para la bacteria. 

Durante el crecimiento en medio mínimo con glucosa, se acumulan gluconato, piruvato y 

acetato, especialmente a baja concentración de sal (Pastor et al., 2013). La ausencia de un 

metabolismo overflow observable al crecer en fructosa es indicativo de un consumo de la 

fuente de carbono muy optimizado y podría ser la consecuencia de la disponibilidad de dos 

rutas complementarias. De hecho, podría plantearse que C. salexigens puede balancear los 

flujos a través de las rutas de ED y de EMP con el fin de equilibrar a su vez los niveles de 

cofactores durante el crecimiento y la producción de ectoínas.  

En este aspecto, la situación en C. salexigens sería semejante a la de P. putida y otras 

Pseudomonas, en las que la fructosa se metaboliza sólo de forma parcial a través de la ruta de 

EMP (de Crécy-Lagard et al., 1991; Chavarría et al., 2012). Parece obvio que la existencia de 

dos rutas para la metabolización de la fructosa supone una ventaja para C. salexigens. Pero 

surge la cuestión de si esta distribución es resultado de una evolución, o un hecho accidental. 

En algunas arqueas de la familia Halobacteriaceae, la fructosa se metaboliza casi de forma 

completa por medio de la ruta de EMP, se inicie o no a partir de un transportador PTS, 

mientras que la glucosa se metaboliza de forma preferente por medio de la ruta de ED (Altekar 

y Rangaswamy, 1992; Johnsen et al., 2001). Al igual que la mayor parte de arqueas, estos 

organismos no acumulan solutos compatibles en el interior celular para compensar la 
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osmolaridad exterior, sino que adaptan su maquinaria enzimática y su composición 

aminoacídica global a una alta concentración intracelular de iones inorgánicos. La carga 

metabólica impuesta por la síntesis de ectoínas podría ser el motivo de que C. salexigens 

distribuya los flujos de fructosa entre EMP y ED. Un ejemplo de como un gran esfuerzo 

biosintético puede llevar a diferentes distribuciones de flujo dependiendo de la fuente de 

carbono empleada es el expuesto por Kiefer y colaboradores (Kiefer et al., 2004). La bacteria 

productora de lisina Corynebacterium glutamicum metaboliza la fructosa casi de forma 

completa a través de las rutas de EMP y la ruta de las pentosas fosfato (PPP) (36 y 62%, 

respectivamente). Esta razón de flujos no es lejana a la razón EMP/ED hallada en C. salexigens 

al crecer en fructosa. Tanto PPP como ED son rutas que proveen NADPH, a diferencia de EMP, 

que provee NADH. Este hecho subraya las ventajas de equilibrar los flujos de varias rutas 

alternativas con diferentes rendimientos en energía y cofactores reducidos cuando la fuente 

de carbono puede catabolizarse mediante más de una ruta.  

Aunque C. salexigens posee dos rutas para la captación y metabolización de la fructosa, 

el patrón de marcaje con 13C de las ectoínas demostró que este organismo prefiere usar la ruta 

de ED para el crecimiento. La ruta dependiente de PTSFru implica la activación consecutiva de 

fructosa a fructosa-1-fosfato y fructosa-1,6-bisfosfato. Esta ruta contribuye a la metabolización 

de la fructosa por medio de una ruta similar a EMP, que produce 2 equivalentes de ATP y 2 de 

NADH por mol de fructosa. Por otro lado, la ruta dependiente de fructoquinasa conlleva la 

activación de la fructosa a fructosa-6-fosfato y su posterior isomerización a glucosa-6-fosfato y 

oxidación a través de la ruta de ED, que produce 1 ATP, 1NADH y 1 NADPH por mol de 

fructosa. Además, C. salexigens carece de 6-fosfofructoquinasa, pero cuenta con una 6-

fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato que cataliza la transformación de fructosa-1,6-

bisfosfato en fructosa-6-fosfato. Por tanto, los pools de fructosa-1-fosfato y fructosa-6-fosfato 

no son independientes, sino que están conectadas in vivo.  

En C. salexigens, la supervivencia a alta salinidad se apoya en la eficiencia de un alto 

nivel de anaplerosis que alimenta la ruta de síntesis de ectoínas con suficiente cantidad de 

precursores, y es precisamente este alto flujo anaplerótico la clave que puede explicar la baja 

eficiencia del metabolismo de la glucosa a baja salinidad (Pastor et al., 2013). En C. salexigens, 

y otros microorganismos relacionados como P. putida, la fructosa se metaboliza en su mayor 

parte a través de enzimas de la ruta de ED. Ambos microorganismos cuentan con todas las 

enzimas necesarias para dirigir la fructosa de manera eficaz a través de la ruta de EMP que, a 

su vez, es termodinámicamente más favorable que la ruta de ED (Chavarría et al., 2012; este 

trabajo). Los motivos para preferir esta ruta podrían estar relacionados con el estilo de vida, p. 
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el., una alta demanda de intermedios de ED para la construcción de los polímeros de la pared 

celular y/o una gran demanda de equivalentes reducidos (NADPH), cuya síntesis se ve 

favorecida por la ruta de ED (Chavarría et al., 2012; Pastor et al., 2013). En C. salexigens, la alta 

demanda de NADPH es especialmente necesaria en condiciones de osmolaridad elevada para 

sostener la síntesis de ectoínas (se requieren 2 moles de piruvato y 3 de NADPH por mol de 

ectoína sintetizada). P. putida favorece la ruta de ED sobre la de EMP con el fin de ajustar su 

metabolismo aeróbico para poder resistir daños oxidativos (Chavarría et al., 2012). La 

expresión de PfkE.coli en P. putida no permitió la reconstrucción de una ruta de EMP funcional, 

sino que alteró el equilibrio de los niveles de ATP y NADPH, lo que en última instancia resultó 

perjudicial para el crecimiento de la bacteria (Chavarría et al., 2012). Otras razones que 

explican la prevalencia de la ruta de ED en algunos microorganismos es que puede suponer 

una ventaja competitiva frente a microbios que no crecen o crecen de forma ineficiente en 

gluconato. La ruta de ED permite oxidar rápidamente la glucosa a gluconato con enzimas 

periplásmicas, secuestrando así le fuente de carbono disponible (Chavarría et al., 2012). 

A pesar de que nuestros resultados demuestran que la contribución de la ruta similar a 

EMP para metabolizar la fructosa tiene una presencia menor, PTSFru podría ser muy importante 

en el fenotipo observado de C. salexigens. En C. salexigens y P. putida, el transportador 

específico para fructosa PTSFru, que está constituido por FruB (EI-HPr-EIIA) y FruA (EIIBC), 

coexiste con un grupo de proteínas parálogo, conocido como PTSNtr, que carece del módulo 

EIIBC, encargado de la captación del azúcar (Chavarría et al., 2013). La función del sistema 

alternativo PTSNtr no está clara. En un primer momento se creyó que PSTNtr era un sensor del 

equilibrio metabólico entre N y C, controlando además la entrada y salida de iones potasio. 

Chavarría y colaboradores (2013) demostraron recientemente que en P. putida, PTSNtr influye 

en el flujo de carbono de y hacia el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (CAT), mediante la 

inhibición del “by-pass” metabólico que convierte malato en piruvato. De hecho, el estado de 

fosforilación de la proteína EIIANtr de PTSNtr responde a señales ambientales ajustando los flujos 

metabólicos centrales para satisfacer los requerimientos anabólicos y de energía de la 

fisiología celular global (Chavarría et al., 2013).  

Las dos reacciones implicadas en el “by-pass” del piruvato, el enzima málico y la piruvato 

carboxilasa, se han detectado en extractos de C. salexigens (Pastor et al., 2013). Ambas 

reacciones, que están reguladas en cultivos en fructosa de P. putida, suponen un “rodeo” 

metabólico, que redunda en una hidrólisis de ATP y síntesis de NADPH netas. Frecuentemente, 

las reacciones metabólicas fútiles se comportan como válvulas de seguridad para aliviar un 

exceso de flujo de carbono (Sauer y Eikmanns, 2005). De forma alternativa, este “by-pass” 
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podría ser una manera de generar poder reductor a expensas del ATP. Este no es el único caso 

de rodeo metabólico en P. putida que podría tener un rol en la promoción de la síntesis de 

NADPH. Muy recientemente, se ha descrito un ciclo que implica la operación conjunta de las 

rutas de ED y EMP en P. putida (Nikel et al., 2015) al crecer en glucosa. Este ciclo implica el uso 

de algunas enzimas de las rutas de ED y de las pentosas fosfato, y algunas otras de la ruta de 

EMP, funcionando esta última en modo gluconeogénico. Este ciclo produce una síntesis neta 

de NADPH a expensas del ATP, como en el caso del “by-pass” del piruvato. Así, con 

independencia de la fuente de carbono usada, la red metabólica de P. putida parece estar 

limitada por unos requerimientos mínimos de NADPH elevados que siempre han de alcanzarse. 

Ambos ejemplos reflejan las adaptaciones metabólicas que los microbios que necesitan 

grandes cantidades de equivalentes de reducción, como en el caso de P. putida y C. salexigens 

(Chavarría et al., 2012; Pastor et al., 2013) podrían haber desarrollado, obligados por sus 

estilos de vida.  

 

CONCLUSIONES 

En este trabajo se ha demostrado la existencia de dos rutas alternativas interconectadas 

para la incorporación de fructosa en C. salexigens, muy similares a las rutas clásicas de ED y 

EMP. Ambas difieren entre sí en sus rendimientos de energía y equivalentes redox. Se ha 

demostrado la actividad de varias enzimas de las dos rutas mediante 31P-RMN, y en el caso de 

los genes Csal0931 y Csal2647, se les han podido asignar de forma específica actividades 

enzimáticas mediante clonaje, expresión heteróloga y purificación en E. coli, y ensayos 

bioquímicos. La verdadera naturaleza de Csal0639 aún debe ser esclarecida. Por último, se 

estimó la distribución de los flujos de carbono entre ambas rutas rastreando la marca isotópica 

mediante 13C-RMN, subrayando la preferencia por la ruta de ED.  

El crecimiento de C. salexigens en fructosa resultó ser eficiente, como demuestra el alto 

rendimiento en biomasa y la ausencia de metabolismo overflow. En general, la existencia de 

dos rutas alternativas para el metabolismo de la fructosa otorga a este halófilo una forma de 

reconciliar las demandas impuestas por unas condiciones ambientales exigentes con sus 

propias necesidades de crecimiento y mantenimiento. Los microorganismos han desarrollado 

ciertas estrategias para optimizar sus rendimientos metabólicos de manera que aseguren la 

síntesis de solutos compatibles, necesarios para la supervivencia celular y la duplicación. Para 

poder comprender la relevancia de este hallazgo para la adaptación ambiental de C. 

salexigens, debe tenerse presente que en la naturaleza, los halófilos muy raramente se 
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encuentran en medios ricos con una única fuente de carbono, sino que más bien se enfrentan 

a concentraciones pequeñas de unos nutrientes que deben de aprovechar y catabolizar de 

forma eficiente.  

Aunque se ha sugerido que la implicación de PTSNtr en algunos de estos rasgos 

metabólicos, basándose en los mecanismos descritos en la bacteria relacionada P. putida, su 

papel real en el metabolismo de C. salexigens no es conocido. Los mecanismos específicos que 

conectan la razón de flujos metabólicos entre las rutas ED y EMP con la supresión del 

metabolismo overflow y el equilibrio de flujos del CAT y anapleróticos aún están por revelar.  
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INTRODUCCIÓN 

A lo largo de los sucesivos capítulos de esta Tesis Doctoral se han abordado distintos 

aspectos del metabolismo de Chromohalobacter salexigens y cómo éstos se interrelacionan 

con sus necesidades de osmoadaptación. La síntesis y acumulación de los solutos compatibles 

ectoína e hidroxiectoína es la base de esta adaptación a las condiciones salinas ambientales de 

esta bacteria halófila. Por otro lado, estas dos sustancias han encontrado en las últimas 

décadas un número creciente de aplicaciones cosméticas, biotecnológicas, y más 

recientemente potenciales aplicaciones terapéuticas, que han dado lugar a la aparición de 

distintas estrategias industriales de producción a partir de microorganismos productores, ya 

sean naturales o modificados mediante ingeniería genética, que aparecen resumidas en el 

Capítulo I.  

El interés industrial de las ectoínas y otros solutos compatibles, y la estrecha relación 

entre su biosíntesis y la respuesta de osmoadaptación del metabolismo central de los 

organismos que las producen, hace evidente la necesidad de contar con un microorganismo 

halófilo modelo, cuyo metabolismo sirva de referencia para el desarrollo de estrategias de 

ingeniería metabólica en este tipo de procariotas, en la línea de otros modelos bien 

establecidos como Escherichia coli (Almaas et al., 2004; Keseler et al., 2013) o Bacillus subtilis 

(Mäder et al., 2012). Hoy en día ya están disponibles y anotados los genomas completos de 

numerosos ejemplos de procariotas halófilos y halotolerantes, tanto arqueas como bacterias, 

incluyendo a C. salexigens. Paralelamente, se ha ido avanzando en la elucidación de las rutas 

centrales del metabolismo del carbono en halófilos y extremófilos que acumulan iones 

inorgánicos en respuesta a la alta osmolaridad exterior, principalmente del dominio de las 

arqueas (Oren y Mana, 2003; Lamble et al., 2003; Falb et al., 2008; Liu et al., 2008). En algunos 

ejemplos de bacterias mesófilas se ha estudiado la influencia de la necesidad de adaptación a 

determinados tipos de estrés abiótico en la configuración de las rutas de degradación de la 

fuente de carbono, como en el caso de Pseudomonas putida y el estrés oxidativo (Chavarría 

et al., 2012; Nikel et al., 2015), o de Corynebacterium glutamicum y una alta demanda 

biosintética (Varela et al., 2003; Kiefer et al., 2004). Sin embargo, hasta la fecha no se ha 

abordado en ningún microorganismo un estudio específico en el que se relacionen 

directamente la distribución de flujos del metabolismo central con una demanda biosintética 

cambiante según la salinidad del medio. Los resultados presentados en esta Tesis suponen un 

paso importante en esa dirección. La respuesta de las bacterias halófilas y halotolerantes 

aerobias al estrés osmótico se distingue de la de las arqueas y bacterias anaerobias, estando 

basada en la síntesis y acumulación celular de los denominados “solutos compatibles”. Esta 
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estrategia, denominada “organic solutes in” ejerce una importante presión sobre el 

metabolismo celular, drenando intermedios metabólicos y consumiendo otros recursos, tales 

como energía y poder reductor. Entender mejor las peculiaridades de las adaptaciones 

desarrolladas por estas bacterias es de tremendo interés para utilizarlas como factorías 

celulares.  

En el primer capítulo de esta Tesis se introduce el papel de las ectoínas dentro de los 

diferentes solutos compatibles empleados de forma natural por los organismos halófilos. Se 

expone el conocimiento que se tiene de sus rutas de síntesis y degradación en los 

microorganismos que las sintetizan y/o acumulan. Se enumeran las diferentes aplicaciones de 

interés industrial, biológico y médico que se han ido descubriendo, así como las que están en 

fase de desarrollo y se discuten los mecanismos fisicoquímicos de sus efectos sobre 

macromoléculas biológicas y células. Por último, se detalla el estado del arte en los métodos y 

estrategias de producción biotecnológica industrial de ectoínas, y las perspectivas de las 

nuevas estrategias de mejora de estos métodos.  

En el capítulo tercero se aborda el primer estudio conjunto in silico y experimental del 

metabolismo central de C. salexigens. Del estudio de la información disponible en el momento 

en la anotación genómica de C. salexigens surge una imagen general de las posibles rutas de su 

metabolismo de carbono y central, y de síntesis de ectoínas (Figura III.3). En esta imagen 

aparecen algunas incertidumbres, la más importante de ellas es la planteada por la ausencia 

de una asignación clara a la enzima glucolítica 6-fosfofructoquinasa (Pfk), y por tanto de las 

rutas utilizadas por C. salexigens en la catabolización de glucosa como fuente de carbono. 

Mediante la aplicación de diversas técnicas analíticas, como HPLC, RMN y espectrometría de 

masas se confirma un rasgo central del metabolismo de C. salexigens: la presencia de un 

metabolismo overflow a baja salinidad, que conlleva una menor eficiencia en el consumo de la 

fuente de carbono y la síntesis de biomasa. Los estudios de rastreo de marcaje con glucosa 

marcada isotópicamente mediante 13C-RMN, junto con técnicas espectrofotométricas de 

medida de actividades enzimáticas completan la imagen general del metabolismo arrojando 

dos resultados principales: i) C. salexigens carece aparentemente de la enzima Pfk, lo que le 

impide metabolizar la glucosa mediante la glucólisis, y emplea en su lugar la ruta de Entner-

Doudoroff (ED) como vía principal y ii) existe un alto nivel de anaplerosis y una rigidez en la 

distribución de flujos del metabolismo central que se mantiene independientemente del nivel 

de la demanda biosintética impuesta por la salinidad exterior. Esta rigidez puede ser una de las 

causas de la menor eficacia del metabolismo a baja salinidad y consecuencia de la necesidad 

primaria de osmoadaptación del microorganismo. Por su parte, la elección de la ruta de ED 
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como vía principal para la metabolización de la glucosa junto con los altos niveles de 

anaplerosis, aparecen como posibles estrategias desarrolladas para satisfacer la demanda 

biosintética en forma de NADPH que exige la síntesis de ectoínas.  

El estudio del metabolismo central continúa en el capítulo IV, donde se aborda el análisis 

de la interrelación entre el metabolismo del carbono y el del nitrógeno. La oportunidad de ese 

estudio viene dada porque las ectoínas son moléculas con alto contenido en nitrógeno. Se 

comprueba cómo la proporción C/N en el medio de cultivo afecta a la eficiencia metabólica de 

C. salexigens, afectando enormemente al metabolismo overflow y al rendimiento de la síntesis 

de ectoínas. La información obtenida del estudio permite optimizar el diseño de las 

condiciones de cultivo (composición y modo de operación), que ofrezcan una mejora en la 

eficacia del crecimiento y la síntesis de ectoínas. Para comprobar cómo la carga metabólica 

impuesta por la síntesis de ectoínas condiciona la asimilación de la fuente de nitrógeno, se 

analizar por primera vez el perfil metabólico de una cepa de C. salexigens deficiente en la 

síntesis de ectoínas (C. salexigens CHR62), y se ensayan diferentes fuentes de nitrógeno 

orgánicas en ambas cepas, CHR61 y CHR62, incluyendo la ectoína, que actúa como fuente de 

carbono y nitrógeno. Finalmente, se aplica el conocimiento obtenido para diseñar una 

estrategia de alimentación optimizada en cultivos “fed-batch” de C. salexigens. El análisis de 

los resultados revela tres hechos principales: i) una proporción alta de C/N produce una menor 

eficiencia metabólica en forma de mayor metabolismo overflow, mientras que la presencia de 

ectoína como fuente de carbono y nitrógeno en el medio reduce esta ineficiencia ii) la eficacia 

en la síntesis de ectoínas es mayor cuando el medio es pobre en fuentes de C y N, y iii) los 

flujos relativos del metabolismo central, no se ven afectados por la composición del medio en 

términos de C y N, lo que vuelve a poner de manifiesto la rigidez del metabolismo central. En 

conjunto estos resultados apuntan a que C. salexigens ha evolucionado de forma que su 

metabolismo prioriza la adaptación por un lado al crecimiento en altas concentraciones de sal, 

y por otro a una disponibilidad de nutrientes limitada, sacrificando la eficiencia global del 

metabolismo cuando alguna de estas condiciones restrictivas no se cumple.  

En el último capítulo experimental, ya con una imagen más clara del metabolismo 

central, se aborda en mayor profundidad el estudio de las rutas de catabolización de la fuente 

de carbono, comparando dos de las más importantes, glucosa y fructosa. A partir de la 

anotación genómica disponible se preveía la disponibilidad de dos rutas alternativas para la 

asimilación de fructosa: una de ellas conectada con la ruta de ED, y una ruta glucolítica (EMP), 

que esquivaba la carencia predicha de la enzima Pfk (Figura V.3A). El crecimiento en fructosa 

resultó más eficiente que en glucosa, especialmente a bajas salinidades, donde no se observó 
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metabolismo overflow, y se alcanzaron mayores niveles de biomasa. Los estudios de 13C-RMN 

confirmaron la contribución de ambas rutas en la síntesis de ectoínas, estimándose de un 85% 

para ED y un 15% para EMP, independientemente de la concentración de sal. Por otro lado, 

estudios de extractos proteicos por 31P-RMN y de expresión de genes mediante RT-PCR, 

ayudaron a confirmar la presencia de varias enzimas de ambas rutas, y confirmaron 

nuevamente la carencia de actividad Pfk detectable. Además, en este trabajo se clonaron por 

primera vez genes de C. salexigens no relacionados con el metabolismo de las ectoínas en E. 

coli. Estas proteínas se eligieron al presentar sus genes mayores niveles de expresión al crecer 

en fructosa que en glucosa. Una vez extraídas y purificadas, se pudo confirmar mediante 

métodos espectrofotométricos la actividad que se les atribuía a dos de estas proteínas: 1-

fosfofructoquinasa (1Pfk) a csal2647 y fructoquinasa (Frk) a csal0931, representantes de las 

rutas de EMP y ED, respectivamente, mientras que no se consiguió asignar una actividad a la 

enzima codificada por Csal0639. El hallazgo central de este trabajo fue poner en evidencia la 

disponibilidad en C. salexigens de una ruta glucolítica para el crecimiento en fructosa, y cómo 

el disponer de esta alternativa a la ruta de ED da lugar a un metabolismo más eficiente, 

posiblemente debido a la diferencia en el rendimiento energético y redox de ambas rutas. El 

caso de C. salexigens se puede comparar con el de P. putida, que presenta un esquema similar 

para la metabolización de la fructosa. En ambos casos, el entorno natural estresante en el que 

normalmente proliferan convierte la disponibilidad de más de una ruta para la metabolización 

de la fuente carbono, con diferentes rendimientos energéticos y redox, en una ventaja 

importante.  

 

DISCUSIÓN 

La síntesis de ectoínas retira de forma cuantitativa intermedios del metabolismo central, 

impactando enormemente en el metabolismo de carbono y nitrógeno. La acumulación de 

ectoínas en la célula es masiva, de tal manera que los niveles de ectoínas son comparables a 

los del resto de componentes de la biomasa. De esta manera, se entiende que el impacto 

sobre la red completa de flujos metabólicos de C. salexigens es enorme. Además, esta 

demanda biosintética depende fuertemente de la osmolaridad del medio, que en el hábitat 

natural de muchos halófilos puede sufrir cambios amplios en muy poco tiempo debido a 

fenómenos como la lluvia y la evaporación. Este estudio del metabolismo de C. salexigens, es 

el primero en el que se aborda desde una perspectiva global la dinámica del metabolismo 
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cuando una componente cuantitativamente tan grande del mismo está sometida a 

fluctuaciones rápidas condicionadas por el ambiente.  

Uno de los resultados principales de esta Tesis es la aparente rigidez del metabolismo 

central ante variaciones de salinidad o de disponibilidad de nitrógeno, y cómo esta rigidez da 

lugar a un metabolismo ineficiente (aparición del overflow) cuando la salinidad o la 

disponibilidad del nitrógeno son bajas. Las condiciones en las que se suelen cultivar las 

bacterias en el laboratorio difieren mucho de las que se dan en los ambientes naturales de 

donde se aislaron. En estas condiciones, no es fácil que haya una única fuente de carbono, y 

que además no sea limitante (Zahran, 1997; Oren, 2002). De esta forma la “ineficiencia” 

metabólica de C. salexigens sólo aparecería en situaciones en las que haya una disponibilidad 

de carbono mayor de lo habitual. Además la composición de los entornos salinos es compleja, 

donde los nutrientes pueden provenir de la degradación de restos orgánicos de organismos 

superiores, como la celulosa y lignocelulosa de las plantas (Zahran, 1997), de los restos 

celulares de otros procariotas o de sustancias excretadas por estos. C. salexigens puede liberar 

al medio las ectoínas acumuladas cuando la salinidad disminuye bruscamente, y en estas 

condiciones su capacidad de emplear las ectoínas como fuente de carbono y nitrógeno puede 

tener un papel muy importante para su mantenimiento (Vargas et al., 2006). 

En el capítulo IV se explica cómo al haber ectoína disponible en el medio, C. salexigens 

consume la glucosa más lentamente, y el metabolismo overflow disminuye (menor excreción 

de acetato y piruvato), pero la acumulación en el medio de gluconato se hace mayor, 

indicando que probablemente la velocidad de la oxidación periplásmica de la glucosa no 

disminuya. Además, dada la importancia de la ruta de ED y la síntesis de NADPH para C. 

salexigens, la oxidación rápida a gluconato al crecer en glucosa puede verse como una 

adaptación deficiente de su metabolismo en las condiciones de crecimiento en el laboratorio, 

pero en un entorno compartido con otras especies procariotas puede suponer una ventaja 

competitiva frente a otras especies que no sean capaces de degradar el gluconato 

(Referencia).  

En las condiciones en que C. salexigens presenta metabolismo overflow, el piruvato es el 

ácido excretado más abundante. En ambientes hipersalinos, muchas bacterias y arqueas 

excretan piruvato al degradar glicerol o hexosas (Tomlinson y Hochstein, 1976; Oren y 

Gurevich, 1994). Recientemente se ha visto que el piruvato es un nutriente importante para 

muchas especies de arqueas, incluso esencial para algunas de ellas (Oren, 2015). Hay aún poca 

información disponible sobre el papel del piruvato en ambientes salinos, y de los sistemas de 

165 
 



Capítulo VI 
  

transporte y asimilación de los organismos que lo consumen. Esto sugiere, que el overflow 

podría tener un papel importante aún no conocido en la red trófica de los hábitats en que C. 

salexigens crece. El hecho de que C. salexigens “done” parte del carbono metabolizado a otras 

especies podría no ser accidental, sino la consecuencia de una interdependencia entre 

especies que favorezca el mantenimiento de la riqueza de las poblaciones en su ecosistema. 

Por ejemplo, las especies halófilas conocidas que son dependientes de la disponibilidad de 

piruvato son arqueas halófilas extremas (Oren, 2015), y en las condiciones de baja salinidad, 

que es en las que C. salexigens excreta el piruvato, podría ser una ayuda para estas arqueas.  

En el capítulo V hemos visto cómo la fructosa ofrece ventajas para C. salexigens sobre la 

glucosa. La primera le ofrece la posibilidad de alcanzar un compromiso óptimo entre la alta 

demanda anabólica y los requerimientos de energía. Una consecuencia de ello es que el 

crecimiento, aunque más lento, es más eficiente. La ventaja de la fructosa sobre la glucosa 

parece deberse a que permite salvar la imposibilidad de una glucólisis funcional, ofreciendo un 

atajo que supere la falta de Pfk. Por otro lado, la carencia de Pfk también podría considerarse 

una ventaja adaptativa. Chavarría y colaboradores (Chavarría et al., 2012) demostraron que la 

complementación de P. putida con una Pfk heteróloga de E. coli, no sólo no permite la 

desviación del flujo del carbono desde la ruta de ED hacia la glucólisis, sino que además hace a 

P. putida más sensible al estrés oxidativo, a causa de una deficiencia de NADPH. Además, se ha 

comprobado que cepas de E. coli deficientes en PfkA y PfkB, redirigen el flujo de carbono hacia 

la ruta de las pentosas fosfato, aumentando la disponibilidad de NADPH, lo que permite a 

estas cepas sintetizar mayores niveles de licopeno (Wang et al., 2013). En el caso de C. 

salexigens, hemos comprobado que aunque el consumo de glucosa es menos eficiente, se 

prefiere sobre la fructosa cuando ambas fuentes de carbono están presentes en el medio. Es 

decir, el metabolismo de fructosa está reprimido por catabolito. En cultivos con ambas fuentes 

de carbono, la fructosa empieza a consumirse junto con el piruvato una vez que se ha agotado 

la glucosa del medio. Todos estos hechos hacen pensar que para C. salexigens cada una de las 

dos hexosas podría ofrecer ventajas diferentes en circunstancias diferentes. Para comprender 

mejor esto sería necesario conocer mejor la disponibilidad de ambas fuentes de carbono y la 

red trófica que se establece con otros microorganismos en su medio natural de crecimiento.  

En resumen, a lo largo de los capítulos anteriores se han ido dibujando, apoyándonos en 

resultados experimentales, los rasgos globales más importantes del metabolismo de C. 

salexigens. Además, se han ido relacionando con la información disponible anotada en el 

genoma, y con las limitaciones impuestas por el medio de crecimiento. Pero aún es necesario 

un conocimiento más profundo de aspectos esenciales del metabolismo. Por ejemplo, cómo se 
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integra el recambio (equilibrio entre síntesis y degradación) de las ectoínas con el resto del 

metabolismo. En este aspecto, el acetato producido en el overflow podría tener un papel 

central, ya que el acetil coenzima A es al mismo tiempo necesario para la síntesis de las 

ectoínas y un producto intermedio de su degradación. Otros aspectos serían la distribución de 

los flujos del metabolismo central al crecer en fructosa (flujos relativos), lo cual ayudaría a 

comprender los mecanismos metabólicos concretos que relacionan la rigidez de las rutas 

centrales del carbono y los niveles de anaplerosis con la presencia/ausencia de overflow, y con 

las distintas formas de asimilación del amonio del medio. Una forma de obtener e integrar 

toda esta información es la realización de un modelo metabólico sencillo que aplique análisis 

de MFA o FBA. Este modelo debería apoyarse en todos estos datos experimentales y otros 

necesarios para seguir completando un modelo representativo de la realidad del metabolismo. 

Este tipo de análisis son de mucha utilidad en el diseño de estrategias de optimización de flujos 

metabólicos para la mejora de cepas por ingeniería genética, que en el caso de una especie 

productora de una sustancia con tantas aplicaciones es de gran interés. Por último, se debería 

integrar todo este conocimiento en el contexto natural de C. salexigens, donde se tengan en 

cuenta las condiciones ambientales cambiantes, la disponibilidad de nutrientes y su jerarquía 

de consumo, y el papel que puede tener en la cadena trófica y la dinámica de las poblaciones 

de halófilos puede ayudar a comprender mejor el metabolismo de esta especie.  

  

167 
 



Capítulo VI 
  

CONLUSIONES 

Aunque en el último capítulo se han resumido los resultados expuestos a lo largo de esta 

Tesis, a continuación se exponen las principales conclusiones alcanzadas para una mayor 

claridad: 

1. El metabolismo central de C. salexigens está modulado por la salinidad. C. salexigens 

metaboliza la glucosa de forma menos eficiente al crecer en baja salinidad (NaCl 0,6-

0,75 M) que a alta salinidad (NaCl 2,5 M). Esta menor eficiencia se caracteriza por: i) 

un rendimiento en biomasa mayor a mayor salinidad, ii) un coeficiente de consumo 

de glucosa decreciente con la salinidad y iii) la presencia de overflow de piruvato y 

acetato a baja salinidad. 

2. El metabolismo de glucosa ocurre principalmente mediante la ruta de ED (hasta un 

95%), mientras que no se aprecia contribución significativa de una ruta glucolítica 

estándar. Esta elección se debe a la carencia de la enzima glucolítica 6-

fosfofructoquinasa (Pfk) y permite la síntesis de NADPH que permite balancear los 

altos requerimientos de este cofactor debido a la demanda de síntesis de ectoínas.  

3. La relación entre el flujo anaplerótico y el flujo a través del ciclo del ácido cítrico es 

relativamente alta en comparación con otros microorganismos relacionados. El alto 

nivel de anaplerosis se justifica con una necesidad de reponer los intermediarios 

retirados para síntesis de ectoínas. El flujo anaplerótico se debe principalmente a la 

actividad de la enzima piruvato carboxilasa (Pc). La distribución de flujos entre la 

anaplerosis, ciclo del ácido cítrico y síntesis de ectoínas presenta una rigidez que se 

demuestra por unos flujos relativos que no varían con la salinidad externa, ni con la 

proporción C/N del medio. 

4. La concentración de amonio modula la velocidad de crecimiento de C. salexigens y el 

rendimiento en biomasa, probablemente debido a la existencia de dos sistemas de 

incorporación con distinto grado de afinidad. En cultivos discontinuos, una baja 

concentración de amonio en el medio incrementa la excreción de metabolitos del 

overflow. 

5. La ectoína puede actuar como única fuente de nitrógeno para C. salexigens. En 

presencia de glucosa y ectoína, mejora la eficacia metabólica, disminuyendo la 

excreción de piruvato y la velocidad del consumo de glucosa. La excreción de 

acetato aumenta al consumir ectoína, probablemente debido a que se acumule al 

degradarla.  
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6. La síntesis y acumulación de ectoínas es mayor a menores concentraciones de 

glucosa y amonio en el medio, lo que sugiere que C. salexigens está adaptado a 

crecer en un medio pobre en nutrientes.  

7. Mediante cultivo en “fed-batch”, con dos fases de alimentación, en el que la fuente 

de carbono es el nutriente limitante, y con una baja concentración de amonio en la 

segunda fase es posible eliminar la aparición del overflow observado en los cultivos 

discontinuos y alcanzar altos niveles de biomasa (hasta 42,4 g/L) y de ectoínas 

(hasta… g/L). 

8. El crecimiento de C. salexigens es más eficaz en fructosa como fuente de carbono 

que en glucosa. Al crecer en fructosa se alcanza mayor nivel de biomasa y no se 

observa presencia de overflow. La diferencia en el rendimiento en biomasa es mayor 

a bajas salinidades, donde el overflow en glucosa es más significativo.  

9. La fructosa puede ser metabolizada por dos rutas de asimilación alternativas en C. 

salexigens. Una implica el transporte y fosforilación a fructosa-1-fosfato por un 

sistema PTS, que conecta con la ruta de EMP, y probablemente (a través de Pfk 

dependiente de pirofosfato) también con la ruta de ED. La otra implica la 

fosforilación de fructosa a fructosa-6-fosfato y su posterior metabolización por 

medio de ED. C. salexigens distribuye el flujo de fructosa entre ambas rutas, 

destinando un 80-85% a la ruta de ED y un 15-20% a la ruta de EMP. Esta proporción 

no varía con la salinidad.  

10. C. salexigens cuenta con una enzima 1-fosfofructoquinasa, codificada por csal2647, 

y con una enzima fructoquinasa, codificada por csal0931. La presencia de estas 

enzimas se corresponde con las rutas predichas de EMP y ED, respectivamente.  
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MATERIALES Y MÉTODOS SUPLEMENTARIOS 

 

Ensayos de actividad enzimática 

Los valores de las actividades enzimáticas medidas vienen expresados como µmoles de 

sustrato consumido por minuto (U), por mg de proteína. En cada caso, el volumen completo 

del cultivo discontinuo se centrifugó durante 15 minutos a 16000g y 4°C. El sobrenadante se 

retiró y se resuspendió el sedimento celular en tampón de extracción (tampón fosfato potásico 

65 mM, pH 7,5). Se sonicaron las células así resuspendidas en baño con hielo durante 6 ciclos 

de 10 segundos cada uno, a 10 µm de amplitud, con una sonda de 1 cm de diámetro. El 

extracto sonicado se centrifugó durante 20 minutos a 16000g y 4°C para retirar los restos 

celulares y se reservó el sobrenadante para las medidas de actividad posteriores. La 

concentración de proteína en los extractos libres de células se determinó por el método del 

ácido bicinconínico (BCA), usando el kit Pierce® BCA Protein Assay (Pierce Biotechnology, 

Rockford, EE.UU.). Las actividades enzimáticas se determinaron espectrofotométricamente en 

un lector de microplacas Synergy™ HT Multi-Mode (Bio-Tek, Winooski, EE.UU.) con un 

volumen total de reacción de 200 µL. 

6-Fosfofructoquinasa (Pfk). El método aplicado fue el descrito por Peng y Shimizu (Peng 

y Shimizu, 2003) con ligeras modificaciones. El tampón de medida fue HEPES-HCl 100 mM (pH 

7), y la mezcla de reacción contuvo MgCl25 mM, NADH 0,25 mM, EDTA 1 mM, ATP 0,2 mM, 0,5 

U/mL aldolasa, 0,5 U/mL triosa-fosfato isomerasa, 0,5 U/mL α-glicerofosfato deshidrogenasa. 

La reacción se disparó con fructosa-6-fosfato 1 mM. Se siguió la actividad enzimática a lo largo 

de 5 minutos como la disminución de la absorbancia debida a NADH a 340 nm (εNADH=6220 

M-1cm-1). 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwf). El método aplicado fue el descrito por Peng y 

Shimizu (Peng y Shimizu, 2003). El tampón de medida fue Tris-HCl 100 mM (pH 7,5), y la mezcla 

de reacción contuvo MgCl2 10 mM, NADP+ 1,5 mM. Se empleó glucosa-6-fosfato 10 mM como 

reactivo disparador. Se siguió la actividad enzimática a lo largo de 5 minutos como el aumento 

de la absorbancia debida a NADH a 340 nm (εNADH=6220 M-1cm-1). 

Citrato sintasa (Cs). El método aplicado fue el de Peng y Shimizu (Peng y Shimizu, 2003), 

usando Tris-HCl 0,1 M (pH 7,8) como tampón de medida. La mezcla de reacción contuvo acetil 

coenzima A 0,1 mM, oxalacetato sódico 0,5 mM y ácido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) 

0,15 mM. El coenzima A liberado en la reacción enzimática reacciona con el DTNB produciendo 

2-nitro-5-tiobenzoato (NTB-), de color amarillo. Se siguió la actividad enzimática a lo largo de 6 

minutos como el aumento de la absorbancia debida al 2-nitro-5-tiobenzoato a 420 nm 

(εNTB=14150 M-1cm-1). 
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Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+/NAD+ (Icdh). Se aplicó el método 

descrito por Aoshima et al. (Aoshima et al., 2003). El tampón de medida fue fosfato potásico 

65 mM (pH 7,5). La mezcla de reacción contuvo MgCl2  5 mM, NADP+ o NAD+ 2 mM. La reacción 

se disparó con D,L-isocitrato 2,5 mM. Se siguió la actividad enzimática a lo largo de 5 minutos 

como el incremento de la absorbancia debida a NADH/NADPH a 340 nm (εNADH/NADPH=6220 

M-1cm-1). 

Piruvato carboxilasa (Pc). La actividad Pc se determinó mediante el seguimiento de la 

oxidación de NADH en un ensayo acoplado con malato deshidrogenasa (Mdh). El protocolo 

aplicado fue una adaptación del descrito por Buch et al. (Buch et al., 2008), y se llevó a cabo en 

dos pasos. En el primer paso, la mezcla de reacción contuvo Tris-HCl 100 mM (pH 8) piruvato 

potásico 5 mM, MgSO4 10 mM, NaHCO3 50 mM y ATP 5 mM. El extracto celular fue 

convenientemente diluido e incubado con esta mezcla de reacción durante 10 minutos a 37°C.  

Se detuvo la reacción adicionando ácido tricloroacético (TCA), precipitando las proteínas 

presentes. El precipitado se retiró tras centrifugar a 14000g durante 30 minutos a 4°C. Se llevó 

el pH de los sobrenadantes a 8 adicionando NaOH 1 M. En el segundo paso del ensayo, el 

oxalacetato producido en el paso anterior se convirtió en L(-)-malato añadiendo 2 U/mL de 

Mdh y NADH 0,12 mM. La reacción se siguió utilizando microplacas, que se incubaron a 37°C 

hasta que la absorbancia a 340 nm se mantuvo constante.  

Fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc). La actividad Ppc se determinó mediante el 

seguimiento de la oxidación de NADH en un ensayo acoplado con malato deshidrogenasa 

(Mdh). La mezcla de reacción para el primer paso del ensayo contuvo Tris-HCl 100 mM (pH 8), 

fosfoenolpiruvato potásico 2 mM, MgSO4 10 mM y NaHCO3 50 mM. Se detuvo la reacción con 

ácido tricloroacético (TCA) y el resto de los pasos coinciden con los del protocolo de medida de 

Pc.  

Isocitrato liasa (Icl). Se aplicó el protocolo descrito por Aoshima et al. (Aoshima et al., 

2003). El tampón de medida fue fosfato potásico 65 mM (pH 7,5), y la mezcla de reacción 

contuvo MgCl2  5 mM, fenilhidrazina 20 mM y D,L-isocitrato sódico 5 mM como reactivo 

disparador. La actividad enzimática se siguió durante 5 minutos como el incremento de la 

absorbancia a 324 nm debida al producto de reacción del glioxilato con la fenilhidrazina 

(εaducto=16800 M-1cm-1). 

Enzima málico (Mae). Este ensayo, que implica la medida de la actividad en el sentido 

opuesto al anaplerótico, fue descrito por Van der Werf et al. (van der Werf et al., 1997). El 

tampón de medida fue Tris-HCl 0,1 M (pH 7,8) y la mezcla de reacción contuvo MgCl2 2,5 mM, 

NADP+ 2 mM y malato 10 mM como reactivo disparador. Se siguió la actividad enzimática 
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durante 5 minutos como el aumento de la absorbancia a 340 nm debida a NADH (εNADH=6220 

M-1cm-1). 

Aspartato aminotransferasa (AspAT). El método aplicado fue una modificación del 

descrito por Yagi et al. (Yagi et al., 1976). El tampón de medida fue fosfato potásico 50 mM (pH 

7,5), y la mezcla de reacción contuvo NADH 3 mM, α-cetoglutarato 15 mM, fosfato de piridoxal 

0,02 mM y 17 U/mL de malato deshidrogenasa. Se inició la reacción adicionando aspartato 50 

mM. Se siguió la actividad enzimática a lo largo de 5 minutos como la disminución de la 

absorbancia debida a NADH a 340 nm (εNNADH=6220 M-1cm-1). 

Glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH (Gdh). El método aplicado fue el 

descrito por Tesch et al. (Tesch et al., 1999). El tampón de medida fue Tris-HCl 50 mM (pH 8), y 

la mezcla de reacción contuvo NADPH 2 mM, EDTA 1 mM, acetato amónico 250 mM, y ADP 1 

mM. Se disparó la reacción mediante la adición de α-cetoglutarato 15 mM. Se siguió la 

actividad enzimática durante 5 minutos como la disminución de la absorbancia debida a 

NADPH a 340 nm (εNADPH=6220 M-1cm-1). 

Glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH (Gdh). Se aplicó una variación del 

método anterior. El tampón de medida fue Tris-HCl 50 mM (pH 8,5), y la mezcla de reacción 

contuvo NADH 2 mM, EDTA 1 mM, acetato amónico 250 mM, y ADP 1 mM. Se disparó la 

reacción mediante la adición de α-cetoglutarato 6 mM. Se siguió la actividad enzimática 

durante 5 minutos como la disminución de la absorbancia debida a NADH a 340 nm 

(εNADPH=6220 M-1cm-1). 

 

 

Estudio in silico de las principales rutas metabólicas de C. salexigens 

 

En 2005 se completó en el Joint Genome Institute la secuenciación del genoma de C. 

salexigens DSM 3043. El genoma tiene un tamaño de 3697 Mb y contiene 3319 marcos 

abiertos de lectura (ORFs) candidatos de genes codificantes de proteínas. Las anotaciones 

genéticas basadas en estudios automatizados de homología de los ORFs de C. salexigens se 

encuentran disponibles en el portal web del programa Computational Biology del ORNL en el 

Joint Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/microbial/index.html) (Copeland et al., 

2011). Recientemente se ha publicado una reconstrucción a escala genómica del metabolismo 

de C. salexigens (Ates et al., 2011). 

Para una mejor comprensión de la interacción entre metabolismo y osmoadaptación, se 

evaluó cierto número de rutas metabólicas presentes en esta reconstrucción metabólica, 

relacionadas con el metabolismo central, poniendo énfasis en aquellas rutas que llevaban a la 
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producción de los precursores de las ectoínas y a los metabolitos hallados en los 

sobrenadantes. Se llevaron a cabo (i) estudios de homología usando la información disponible 

en las bases de datos metabólicas (tales como MetaCyc y KEGG (Kanehisa y Goto, 2000; Caspi 

et al., 2012)) de microorganismos relacionados (como Pseudomonas, Enterobacterias y 

bacterias halotolerantes), (ii) análisis in silico de los dominios proteicos conservados, 

localización proteica, y contexto genómico, (iii) experimentos de crecimiento con D-glucono-

1,5-lactona, D-gluconato y 2-ceto-D-gluconato como fuentes de carbono, y (iv) revisión de 

datos bibliográficos.  

Metabolismo de la glucosa: ruta de Embden-Meyerhof-Parnas y ruta de Entner-

Doudoroff. La anotación genética sugiere los sistemas de incorporación de azúcar y los 

mecanismos de represión por catabolito en C. salexigens son similares que los presentes en 

especies de Pseudomonas, aunque presentan diferencias en la jerarquía de preferencia de 

metabolitos (Rojo, 2010). Hay anotados varios sistemas de transporte ABC y varias posibles 

permeasas dependientes de la fuerza protón motriz, aunque su especificidad de sustrato es 

difícil de determinar basándose exclusivamente en homología se secuencia (Oren et al., 2005), 

lo que ha impedido la asignación inequívoca del(los) transportador(es) de glucosa. C. 

salexigens carece de un buen homólogo del sistema fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-azúcar 

(PTS) específico para glucosa de E. coli, aunque posee genes para un PTS específico de fructosa 

(ver más abajo). Este organismo cuenta con un gen para una glucoquinasa citoplasmática 

(Csal0935), que podría producir glucosa-6-fosfato a partir de la glucosa incorporada. 

La ruta de Entner-Doudoroff (ED) es una alternativa para el catabolismo de azúcares 

hasta piruvato que emplea enzimas que no forman parte de la ruta de la glucolisis ni de la de 

las pentosas fosfato (PPP) (Entner y Doudoroff, 1952). La ruta de ED, que presenta un 

rendimiento en energía menor que el de la glucolisis, está presente en una amplia variedad de 

bacterias y arqueas, y existe un número limitado de microorganismos eucariotas en los que se 

haya demostrado la metabolización de glucosa o gluconato mediante esta ruta (Conway, 

1992). Normalmente, los microorganismos que emplean la ruta de ED carecen de una o más 

enzimas esenciales de la glucolisis, con frecuencia la 6-fosfofructoquinasa (Seo et al., 2005; 

Tang et al., 2009), como es el caso del género Pseudomonas (Lessie y Phibbs, 1984). Como ya 

señalaron Kornberg y Smith (Kornberg y Smith, 1970) y Romano et al. (Romano et al., 1979), 

una metabolización completa de la glucosa mediante una ruta que genera solamente una 

molécula de fosfoenolpiruvato (PEP) por cada molécula de glucosa (como es el caso de ED o 

PPP), es incompatible con el uso de PTS para la incorporación de glucosa. Una producción y 

consumo equivalentes de PEP por estas rutas no dejaría ningún PEP disponible para 
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biosíntesis. Por eso, la falta de PTS específico de glucosa hace posible a C. salexigens emplear 

la ruta de ED para catabolizar este azúcar.  

Análisis bioinformático de fosfofructoquinasas (Pfks). Los análisis de homología 

llevados a cabo con BLAST (Ye et al., 2006), indicaron que no existe una anotación directa e 

inequívoca de una Pfk glucolítica en C. salexigens (Csonka et al., 2005). E. coli cuenta con dos 6-

fosfofructoquinasas, PfkA y PfkB, de las que la primera da cuenta del aproximadamente el 90% 

de la actividad (Fraenkel, 1966). En la anotación automática se han asignado cinco ORFs 

(csal0274, 0639, 0931, 1841 y 2647) como posibles PfkBs en C. salexigens, en base a su 

similaridad con PfkB de E. coli, y un sexto ORF (csal1534), se ha asignado a una posible 6-

fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Pfp). Todos ellos presentan una baja 

similaridad de secuencia con Pfks genuinas (Tabla I.S1). Para obtener información del papel 

que juegan estas seis proteínas, se alinearon sus secuencias de aminoácidos con las de PfkAs, 

PfkBs y Pfps bien caracterizadas, y se construyó un árbol filogenético (Figura I.S2). Además, se 

trató de detectar la actividad Pfk en extractos libres de células de C. salexigens, pero no fue 

posible la detección de una actividad superior al límite de detección (< 0,05 U/min) (Tabla I.S2).  

Entre las proteínas de C. salexigens anotadas como Pfks, Csal2647 es la que muestra la 

mayor similaridad con PfkB de E. coli y Salmonella (Figura I.S2), con un “Expect value” en 

BLASTP de 7e-35, pero tiene similaridad significativa con PfkA de E. coli (“Expect value” en 

BLASTP de 0,096). Sin embargo, Csal2647 es muy similar a la proteína fructosa-1-fosfato 

quinasa (FruK, EC 2.7.1.3) de E. coli, con un “Expect value” de 1e-66. Es más, el gen csal2647 se 

encuentra en un operón potencial, entre genes que codifican una enzima IIBC (Csal2646) y un 

híbrido EI/HPr/EIIA (Csal2648), componentes de un sistema PTS. Estas observaciones apuntan 

a que, sin duda, Csal2647 fosforila la fructosa-1-fosfato formada por el sistema PTS en el 

metabolismo de la fructosa.  

Se han observado similaridades parciales y no significativas entre PfkA o PfkB de E. coli y 

Csal0274, Csal0639, Csal0931 y Csal1841 (“Expect value” en BLAST > 9e-6). El gen csal0274 está 

anotado en la base de datos SEED (http://pubseed.theseed.org/seedviewer.cgi) como 2-

cetogluconato quinasa, y se encuentra en un operón potencial entre un gen que codifica un 

represor de la utilización del 2-cetogluconato (csal0275) y el de una 2-cetogluconato reductasa 

(csal0273). El gen csal0639 se halla en un operón potencial aguas debajo de varios genes que 

codifican un sistema de transporte tipo ABC para un poliol (de csal0633 a 0636) y una sorbitol 

deshidrogenasa (csal0638). Está anotado cono fructoquinasa en la base de datos SEED, así que 

probablemente esté implicado en el metabolismo de un poliol. El gen csal0931 se localiza en 

un entorno cromosómico que incluye genes codificadores de las siguientes (posibles) enzimas 

de metabolismo de hexosas: transportador de gluconato (csal0925), gluconato quinasa 
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(csal0926), fosfoglucoisomerasa (csal0932), aldo/ceto reductasa (csal0933), aldosa 1-

epimerasa (csal0934), glucoquinasa (csal0935) y 6-fosfogluconato deshidratasa (csal0936) 

(Figura I.S1B). Csal0931 está anotada en la base de datos SEED como riboquinasa, y algunos 

ortólogos muy próximos de otros microorganismos están anotados como fructoquinasa. El 

entorno cromosómico de csal0931 apunta a que el producto de este gen es una quinasa que 

fosforila a una hexosa relacionada con la glucosa o el gluconato. El gen csal1841 está anotado 

en SEED también como riboquinasa, pero el entorno cromosómico en el que se encuentra no 

aporta pistas sobre su función.  

Csal1534 es probablemente una fructosa-bisfosfatasa. Csal1534 muestra un 71% de 

identidad y 81% de similaridad con un ortólogo de Methylococcus capsulatus Bath, del que se 

ha comprobado su actividad fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Pfp) in vitro 

(Reshetnikov et al., 2008). Sin embargo, la constante de equilibrio de la reacción fructosa-1,6-

bisP + Mg2+ ↔ fructosa-6-P + Mg·PP es aproximadamente 170 M (a pH 8) (Bertagnolli y Cook, 

1984), lo que implica que el equilibrio de hecho favorece la reacción en la dirección 

gluconeogénica. Además, dado que la constante de Michaelis (Km) aparente de la enzima de 

M. capsulatus para fructosa-1,6-bisfosfato es 0,33 mM, mientras que es de 2,3 mM para 

fructosa-6-fosfato, Reshetnikov et al. (Reshetnikov et al., 2008) propusieron que esta enzima 

funciona como fructosa-bisfosfatasa durante el crecimiento en fuentes de carbono 

gluconeogénicas. Propionibacterium freudenreichii también cuenta con un ortólogo de esta 

enzima, aunque comparte únicamente un 40% de similaridad con Csal1534. El gen de esta 

enzima puede complementar en E. coli únicamente una mutación de fructosa-bisfosfatasa 

(fbp) pero no mutaciones de fosfofructoquinasa (pfkA/B) (Kemp y Tripathi, 1993), lo que 

representa una prueba firme de que la enzima puede operar in vivo sólo en la dirección 

gluconeogénica. Es más, C. salexigens posee dos (supuestas) pirofosfatasas inorgánicas, 

codificadas por los genes csal2281 y csal2390, cuya acción podría dirigir la reacción aún más 

hacia la dirección gluconeogénica. En la medida en que el genoma de C. salexigens no contiene 

ningún otro gen que codifique de forma clara una fructosa-bisfosfatasa (Csonka et al., 2005), 

es probable que la proteína Csal1534 funcione como una fructosa-bisfosfatasa, más que como 

una fosfofructoquinasa.  

La ruta de ED en C. salexigens. La combinación de estudios in silico y resultados 

bioquímicos de este trabajo sugiere que, como en el caso de Pseudomonas y de algunos otros 

géneros aerobios que emplean la ruta de ED (Lessie y Phibbs, 1984), C. salexigens carece de 

una glucolisis funcional y se apoya en la ruta de ED para el catabolismo de la glucosa (Figuras 

III.3 y III.S1). 
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Se han descrito tres variantes de la ruta de ED según el número de pasos previos a la 

primera fosforilación. En la ruta EDI (o ruta ED fosforilativa), se fosforilan o bien la glucosa o su 

producto de oxidación, gluconato. En la ruta EDII (o ruta ED no fosforilativa), la fosforilación 

ocurre más adelante en la ruta, a nivel de glicerato. En la ruta EDIII (o ruta ED 

semifosforilativa), el primer sustrato activado el 2-ceto-3-desoxigluconato, y esta es la ruta 

preferida para la asimilación de la glucosa en algunas bacterias halófilas, como Salinibacter 

ruber y la mayor parte de miembros del orden de arqueas Halobacteriaceae (Oren, 2002; Oren 

y Mana, 2003). Estas tres variantes difieren en el número de pasos enzimáticos compartidos 

con la glucolisis y en el rendimiento energético global (Tomlinson et al., 1974; Verhees et al., 

2003). Se ha demostrado recientemente que en Pseudomonas putida, pariente cercano de C. 

salexigens en términos de homología de secuencia global (Peçonek et al., 2006), la oxidación 

de la glucosa tiene lugar a través de la variante EDI. En P. putida, la glucosa es oxidada por 

oxidasas periplásmicas a D-gluconato y 2-ceto-D-gluconato, que se transportan al interior 

celular donde son fosforilados por quinasas específicas y catabolizados por tres rutas paralelas 

(del Castillo et al., 2007). En base a la anotación genómica de C. salexigens, puede 

reconstruirse la variante EDI (fosforilativa) desde glucosa o D-gluconato hasta 6-fosfogluconato 

(Figura I.SIA), aunque estaba anotada de forma incompleta en la reconstrucción metabólica 

previa (Ates et al., 2011) (véase Tabla I.S1). Nuestro análisis in silico sugiere que la oxidación de 

D-glucosa a D-gluconato a través del intermedio D-glucono-1,5-lactona, podría tener lugar 

tanto en el periplasma (catalizada por las enzimas periplásmicas quinoproteína-glucosa 

deshidrogenasa (Csal0170) y gluconolactonasa (Csal2779)) como en el citoplasma (catalizada 

por una glucosa deshidrogenasa anclada a membrana, Csal2831, y una gluconolactonasa 

soluble, Csal0453/Csal1727). Las tres supuestas gluconolactonasas cuentan con el dominio 

gluconolactonasa COG3386.  

Dos proteínas con homología significativa con transportadores de gluconato de 

Pseudomonas (GntP) podrían ser responsables de la incorporación del gluconato periplásmico 

a través de la membrana celular. Como se ha dicho más arriba, el gen que codifica para una de 

estas dos proteínas (csal0925) se encuentra inmediatamente aguas arriba del gen csal0926, el 

cual codifica una posible gluconoquinasa (GnuK), que podría ser la responsable de la 

fosforilación de D-gluconato a 6-fosfogluconato (Figura I.S1B). Este hallazgo apoya la idea de 

que csal0925 codifique el transportador de gluconato de alta afinidad GntP (Figura I.S1A). 

Nuestros datos apuntan hacia la oxidación de glucosa a gluconato en un primer paso, y un 

transporte posterior al citosol y activación por fosforilación, en consonancia con la 

acumulación temprana de gluconato hallada en el medio de cultivo (Figura I.2).  
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Además, habíamos predicho que el 6-fosfogluconato podría formarse también a partir 

de la glucosa-6-fosfato a través de la acción secuencial de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(Zwf, Csal2741) y la 6-fosfogluconolactonasa (Pgl, Csal2740). Por último, el 6-fosfogluconato 

podría metabolizarse a través de la variante EDI a gliceraldehído-3-fosfato más piruvato por 

acción de la enzima 6-fosfogluconato deshidratasa (Edd, Csal0936) y 2-ceto-3-desoxi-

fosfogluconato aldolasa (eda, Csal2739) (Figura I.S1A). Los genes eda (csal2739), pgl (csal2740) 

y zwf (csal2741), implicados los tres en la ruta de ED, se encuentran agrupados en el genoma 

de C. salexigens (Figura I.S1B).  

En P. putida, el gluconato se puede oxidar en el periplasma a 2-cetogluconato, el cual es 

transportado al citoplasma, fosforilado y reducido a 6-fosfogluconato (del Castillo et al., 2007). 

Como se muestra en la Figura I.S4, C. salexigens fue capaz de crecer en D-glucono-1,5-lactona, 

D-gluconato y 2-ceto-D-gluconato como únicas fuentes de carbono. El crecimiento en D-

glucono-1,5-lactona concuerda con la redundancia de posibles enzimas con actividad 

gluconolactonasa halladas en el genoma (véase Tabla I.S1). Estos ensayos confirmaron la 

funcionalidad de las enzimas de la ruta de ED, así como la existencia de un “desvío” en la 

misma a través del 2-cetogluconato en C. salexigens. Sin embargo, no se encontró ningún 

ortólogo para la primera enzima este desvío, gluconato-2-deshidrogenasa (Gad), que es la 

enzima empleada por P. putida. Se trata de una proteína periplásmica asociada a la membrana 

que convierte gluconato en 2-cetogluconato. De acuerdo con nuestro análisis, esta reacción no 

ocurre en el periplasma de C. salexigens. En su lugar, encontramos un ortólogo del 

transportador de 2-cetogluconato de Pseudomonas KguT, codificado muy probablemente por 

csal0137. Las dos reacciones siguientes de la sub-ruta, que en P. putida están catalizadas por 2-

ceto-D-gluconato quinasa (KguK) y 2-ceto-D-gluconato-6-fosfato reductasa (KguD), no estaban 

asignadas en la anotación genómica actual de C. salexigens. Sin embargo, dos observaciones 

apuntan a que estas dos proteínas, KguK y KguD, podrían estar de hecho presentes en C. 

salexigens. i) KguK de P. fluorescens posee una similaridad significativa con Csal0274, una de 

las cuatro proteínas anotadas en C. salexigens como fosfofructoquinasa (PfkB). ii) Este gen se 

encuentra inmediatamente aguas debajo de csal0273, asignado a una gluconato 

deshidrogenasa citoplasmática (GhrB). Csal0273 presentaba además similaridad significativa 

con la 2-ceto-6-fosfogluconato reductasa (KguD) de P. putida. Para profundizar en la función 

de Csal0273, se llevó a cabo un análisis filogenético que incluía esta proteína así como GhrB, 

KguK y KguD de especies relacionadas (Figura I.S3). El análisis reveló que csal0273 se encuentra 

más próximo a 2-cet-6-fosfogluconato reductasas (v.g. kguD de Pseudomonas PAO1) que a 2-

cetogluconato reductasas (v.g. yiaE de E. coli).  

182 
 



Anexo I 
 

De acuerdo a todos estos datos, el desvío del 2-ceto-D-gluconato de EDI existiría en C. 

salexigens, aunque anotado de forma parcialmente incorrecta, y las reacciones serían 

principalmente citosólicas, difiriendo así de lo descrito en P. putida (Figura I.S1).  

Ciclo del ácido cítrico (CAT) y ciclo del glioxilato. La anotación genética indica que todas 

las enzimas del CAT y del ciclo del glioxilato están bien conservadas en C. salexigens, excepto 

malato deshidrogenasa (Mdh). Existen dos ORFs (csal1751 y csal1771) asignados a malato 

deshidrogenasas. csal1751 tiene una asignación laxa como miembro de la familia de malato/L-

lactato deshidrogenasas, aunque ambos ORFs presentan alta homología con proteínas de esta 

familia de enzimas en H. elongata y en el género Pseudomonas. Sin embargo,  no se hallaron 

secuencias en C. salexigens con homología con Mdhs relacionadas con el CAT. Por otro lado, 

una posible malato-quinona oxidorreductasa (Mqo) con alta similaridad a secuencias de Mqo 

de E. coli y Pseudomonas existe en el genoma de C. salexigens (Tabla I.S1). Por tanto, esta es 

probablemente la única enzima que cataliza la conversión de malato a oxalacetato en esta 

especie, como sucede en el caso de C. glutamicum (van der Rest et al., 2000) (Figura I.3). Una 

de las principales razones por la que algunos organismos emplean Mqo para la oxidación de 

malato, podría ser que la oxidación por una Mdh dependiente de NAD+ presenta una 

diferencia de energía libre estándar muy desfavorable (+28,5 KJ/mol). En cambio, la oxidación 

de malato por una quinona sí presenta una diferencia favorable (-18,5 KJ/mol, con 

menaquinina como aceptor de electrones) (Kather et al., 2000). 

C. salexigens posee dos genes para isocitrato deshidrogenasas (csal0525 y csal1434), 

que difieren en la especificidad de cofactor predicha. Según nuestros ensayos en extractos 

libres de células (Tabla I.3), parece probable que la isoforma activa en el CAT sea la Icdh 

dependiente de NADP+ (Figura I.3), al menos en las condiciones probadas. El papel dela 

segunda isoforma aún no se comprende bien. Otras bacterias relacionadas, como E. coli, 

Pseudomonas, H. elongata y H. chejuensis, poseen únicamente la isoenzima dependiente de 

NADP+. La enzima Ichd-NADP+ de C. salexigens presenta similaridad importante con ortólogos 

de los géneros Xanthomonas y Pseudomonas, mientras que la similaridad con la 

correspondiente isoenzima de E. coli es mucho menor. La isoforma dependiente de NAD+ tiene 

homología significativa con proteínas Icdh de especies de los géneros Xanthomonas y Bacillus.  

Anaplerosis. Existen dos enzimas que pueden convertir los compuestos de 3 átomos de 

carbono producidos en las rutas EMP y ED en oxalacetato: fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) 

y piruvato carboxilasa (Pc) (Sauer y Eikmanns, 2005). Existe anotado un buen ortólogo para 

Ppc, Csal1640, aunque según nuestros datos bioquímicos (ensayos de actividad enzimática en 

extractos proteicos y datos de 13C-RMN), no es importante en la producción de oxalacetato 

durante el crecimiento en glucosa. No existe en C. salexigens ningún marco abierto de lectura 
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asignado como piruvato descarboxilasa en la anotación del JGI, pero los análisis realizados con 

BLASTP indicaron que Csal1555 (anotada como “carbamoyl-phosphate synthase L chain, ATP-

binding”) y Csal1556 (anotada como “oxaloacetate decarboxylase alpha subunit”) son 

ortólogos excelentes de las subunidades A y B de una Pc citoplasmática de especies de  

Pseudomonas. 

La asignación de Pc resulta complicada debido a la presencia de una supuesta 

oxalacetato descarboxilasa, cuya subunidad a (Csal0693) muestra una similaridad de secuencia 

alta con Csal1556. Sin embargo, las tres subunidades de la oxalacetato descarboxilasa de C. 

salexigens, Csal0692, 0693 y 0694 son muy similares a las subunidades ortólogas de una 

oxalacetato descarboxilasa ligada a membrana que bombea Na+, de Klebsiella pneumoniae. 

Con toda probabilidad, por tanto, la función del complejo Csal0692, 0693 y 0694 en C. 

salexigens es la de producir piruvato a partir de oxalacetato.  

Gluconeogénesis. C. salexigens es capaz de crecer en cierto número de fuentes de 

carbono gluconeogénicas, incluyendo glicerol y varios intermediarios del CAT (Csonka et al., 

2005). Este organismo posee un posible enzima málico Csal0605) y una fosfoenolpiruvato 

carboxiquinasa (Csal2657), que podrían ser responsables de la descarboxilación oxidativa de 

malato a piruvato y de la descarboxilación dependiente de ATP de oxalacetato a 

fosfoenolpiruvato, respectivamente. C. salexigens posee además una posible 

fosfoenolpiruvato sintasa (Csal2062) para la fosforilación de piruvato a fosfoenolpiruvato. Por 

último, por las razones discutidas más arriba, la proteína Csal1534 funciona probablemente en 

modo gluconeogénico (de fructosa-1,6-bisfosfato a fructosa-6-fosfato), lo que completa el 

conjunto de enzimas necesarias para la gluconeogénesis.  

Metabolismo de acetato y lactato. El metabolismo del acetato en C. salexigens es 

diferente del de Pseudomonas y E. coli. Las dos rutas principales de producción de acetato en 

E. coli son las rutas fosfotransacetilasa-acetato quinasa (Pta-Ack) y piruvato oxidasa (PoxB). Las 

enzimas Pta y Ack, que en E. coli están presentes en niveles altos de forma constitutiva 

(Wanner et al., 1992), catalizan la interconversión reversible del acetil coenzima A y el acetato, 

y son responsables del “overflow” (metabolismo rebosadero) del acetato durante el 

crecimiento aeróbico de E. coli en glucosa (Xu et al., 1999; Castaño-Cerezo et al., 2009). Estas 

enzimas no están presentes en C. salexigens, aunque hay que destacar que sí lo están en 

bacterias filogenéticamente relacionadas, como H. elongata y H. chejuensis y algunas especies 

de Pseudomonas (Kretzschmar et al., 2001).  

La proteína Csal1010 presenta similaridad significativa con PoxB de E. coli (“Expect 

value” en BLASTP de 3e-160). Esta última es una proteína soluble asociada a la membrana 

externa encargada de la oxidación asociada a FAD del piruvato a acetato más CO2 (Russell 

184 
 



Anexo I 
 

et al., 1977). En vista a la elevada similaridad con PoxB de E. coli, Csal1010 podría catalizar la 

misma reacción en C. salexigens.  

En C. salexigens existe un ortólogo de la acetil coenzima A sintetasa (con AMP como 

coproducto) (Acs), la principal enzima para la recuperación del acetato del medio de 

crecimiento (Starai y Escalante-Semerena, 2004): Csal0865. También cuenta con otro tres ORFs 

con homología con secuencias de Acs de E. coli, P. putida, P. aeruginosa y H. elongata, aunque 

la similaridad con estas últimas proteínas es menor que la que ostenta Csal0865. Existen dos 

genes que codifican supuestas permeasas de acetato (ActP) csal0871 y csal2927, que podrían 

ser responsables de la incorporación del acetato extracelular (Tabla I.S1).  

Con respecto al metabolismo del lactato, el genoma de C. salexigens cuenta con lactato 

deshidrogenasas anotadas específicas tanto del isómero L (Csal0404) como del D (Csal3144). 

Sin embargo, Csal0404 parece ser una proteína respiratoria, dejando Csal3144 como el 

candidato más probable para convertir en lactato.  

Metabolismo del nitrógeno. Dado que las ectoínas son compuestos nitrogenados, 

analizamos algunas enzimas clave implicadas en la asimilación del nitrógeno como amonio, así 

como en la síntesis de aminoácidos y ectoínas. En el genoma de C. salexigens hay anotadas una 

alanina aminotransferasa (AlaT, Csal1348), una L-alanina deshidrogenasa (Csal2966) y una 

glutamato sintasa (NADPH-Gogat, formada por dos subunidades, Csal0615 y Csal0616). La 

glutamato deshidrogenasa (Gdh) junto con NADPH-Gogat llevaría a cabo la transferencia 

reductiva del amonio al 2-cetoglutarato para generar glutamato (Sakamoto et al., 1975; Goss 

et al., 2001), molécula que actúa como portadora de amonio en la célula. Aunque sólo se ha 

asignado Gdh dependiente de NADH a una proteína de C. salexigens (Csal1340), hemos visto 

que en sus extractos proteicos existían las dos actividades Gdh, tanto con requerimiento de 

NADPH como de NADH (Tabla I.3). Csal1340 presenta una similaridad elevada con enzimas Gdh 

dependientes de NADH de H. elongata, H. chejuensis y especies de los géneros Pseudomonas y 

Legionella. Por otro lado, E. coli cuenta únicamente con una Gdh dependiente de NADPH, que 

no mostró homología significativa con ninguna proteína del genoma de C. salexigens.  

Las aspartato aminotransferasa, (AspAT), que cataliza la transferencia reversible del 

grupo amino del glutamato al oxalacetato, produciendo aspartato y 2-cetoglutarato, es una 

enzima clave en C. salexigens. Esta enzima conecta el CAT con la primera enzima dela ruta de 

síntesis de ectoínas (la aspartoquinasa). La proteína Csal0536 de C. salexigens tiene alta 

similaridad con AspATs de H. elongata y Pseudomonas, mientras que la proteína AspC de E. coli 

es prácticamente idéntica a una aminotransferasa de aminoácidos aromáticos de C. salexigens 

(Csal1320), anotada previamente como aspartato transaminasa (Tabla I.S1). Se ha visto que 

AspC de E. coli presenta una especificidad de sustrato amplia, ya que es capaz también de 
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transaminar otros cetoácidos, como el fenilpiruvato, el 4-hidroxifenilpiruvato y compuestos 

relacionados (Powell y Morrison, 1978). No queda claro, por tanto, que la transaminación del 

oxalacetato pueda estar catalizada por una o por dos enzimas en C. salexigens, y si una de ellas 

podría jugar un papel específico en la ruta de síntesis de ectoínas.  

Las aspartoquinasas (Ask) catalizan la activación de aspartato a aspartil-fosfato, el cual 

es el primer intermedio de la síntesis de varios aminoácidos derivados del aspartato (treonina, 

metionina, lisina e isoleucina) y de ectoínas. Existen múltiples isoenzimas de Ask en E. coli y en 

muchos otros microorganismos, teniendo cada una de ellas un papel particular en cada una de 

las rutas de síntesis de cada aminoácido y se inhiben alostéricamente por uno o más productos 

finales de cada ruta (Stadtman et al., 1961). Sorprendentemente, C. salexigens cuenta 

únicamente con una aspartoquinasa (Ask, Csal0626), codificada por un gen que queda lejos del 

operón ectABC en el genoma, aunque en muchas otras bacterias productoras de ectoínas el 

gen ask sí forme parte de este operón (Vargas et al., 2008). Este hecho sugiere que la Ask de C. 

salexigens, única y no especializada, debe ser imprescindible para la síntesis de varios 

aminoácidos y de ectoínas. La cuestión de la regulación por retroalimentación de esta enzima 

por sus diferentes productos finales aún no ha sido abordada. 

 

 

Estudios filogenéticos 

 

Se dedujo la historia evolutiva de ciertas proteínas de C. salexigens empleando el 

método “Neighbour-Joining”. Se muestran los árboles filogenéticos óptimos. El porcentaje de 

réplicas de árboles en los que los taxones asociados aparecen agrupados (de entre 1000 

réplicas) se muestra al lado de cada rama. El árbol está representado a escala, con la longitud 

de las ramas en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas empleadas para 

deducir el árbol. Se calcularon las distancias evolutivas usando el método de la corrección de 

Poisson y sus unidades vienen dadas por el número de sustituciones de aminoácidos por sitio. 

La tasas de variación entre sitios se modeló con una distribución gamma (parámetro de forma 

= 1). Los análisis implicaron 14 (Figura I.S2) y 15 (Figura I.S3) secuencias de aminoácidos, 

respectivamente. Se descartaron las posiciones con menos de un 95% de cobertura. Es decir, 

se permitió un máximo de un 5% de huecos en el alineamiento, datos faltantes y basas 

ambiguas en cada posición. Los análisis evolutivos se llevaron a cabo en MEGA5 (Tamura et al., 

2011). 

 

Seguimiento del marcaje isotópico desde glucosa hasta ectoínas 
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Para poder determinar la distribución de flujos metabólicos del metabolismo central, se 

realizó un seguimiento de las rutas de síntesis de ectoínas a partir de [1-13C]-, [6-13C]- y [2-13C]-

glucosa, tanto a alta como a baja salinidad. Se hizo una predicción de todos los isotopómeros 

posibles derivados de estos precursores marcados, a través de las rutas de EMP, ED, 

anaplerosis, CAT hasta piruvato, fosfoenolpiruvato (PEP), oxalacetato (AOA), acetil coenzima A 

y ectoínas, basándose en el genoma anotado (Figura I.S5 y Tablas III.S3-S4).  

 

Predicción de distribuciones de isótopos. Aunque las rutas metabólicas no se ven 

alteradas al usar diferentes isotopómeros de glucosa como fuentes de carbono, existen claras 

diferencias en los espectros de RMN de los intermedios metabólicos y los productos finales del 

metabolismo, hecho que puede usarse para deducir las distribuciones de flujos metabólicos 

(Klapa et al., 1999).  

Con el fin de poder interpretar los espectros de 13C-RMN de las ectoínas marcadas, se 

hizo una predicción de todos los isotopómeros de ectoínas que teóricamente podrían surgir 

del metabolismo de [1-13C]-, [2-13C]- y [6-13C]-glucosa. 

Dicha predicción se realizó partiendo de las siguientes asunciones: 

1. La glucosa puede dar lugar a piruvato/fosfoenolpiruvato por medio de la ruta de 

EMP o bien de ED. 

2. En presencia de un exceso de glucosa, no se produce la conversión gluconeogénica 

de piruvato en fosfoenolpiruvato. 

3. El piruvato puede transformarse en acetil-CoA por acción de piruvato 

deshidrogenasa (Pdh), y en AOA por piruvato carboxilasa (Pc), y el fosfoenolpiruvato  

puede transoformarse en AOA por acción de fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc). Se 

puede considerar la suma de las actividades Pc y Ppc como flujo anaplerótico total. 

4. El AOA sintetizado por las reacciones anapleróticas puede ingresar en el CAT 

(indicado como Pc/Ppc + CAT) para volver a originar AOA. La biosíntesis de ectoínas 

se alimenta de las reservas celulares de AOA originado por las rutas explicadas. 

5. El acetil-CoA puede actuar como sustrato tanto de citrato sintasa (Cs, CAT), como de 

L-diaminobutirato acetil transferasa (EctA, biosíntesis de ectoínas). 

6. Se ha considerado únicamente una única vuelta del CAT. Aunque esta es una 

aproximación gruesa, i) la alta actividad AspAT detectada (Tabla I.3) apoya esta 

asunción, dado que retira una parte sustancial del AOA para síntesis de ectoínas y ii) 

tras una segunda vuelta al CAT, el patrón global de marcaje de los isotopómeros 
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originados a partir de [2-13C]-glucosa es el mismo y la abundancia relativa de marca 

en cada posición del esqueleto carbonado no cambia de forma significativa. 

7. La marca presente en AOA no se dispersa en el CAT a nivel de la molécula simétrica 

de succinato (es decir, se asume que la reacción que convierte succinato en 

fumarato no actúa de forma reversible de facto). Esta asunción se basa en la 

ausencia de malato deshidrogenasa (Mdh), que cataliza una reacción con ∆G0’>0, 

favoreciendo la reversión del flujo hacia succinato. C. salexigens posee la enzima 

malato-quinona oxidorreductasa (Mqo) que cataliza una reacción 

termodinámicamente irreversible (∆G0’<0) (ver sección Ciclo del ácido cítrico (CAT) y 

ciclo del glioxilato). Por tanto, a diferencia de lo que ocurre en los microorganismos 

que cuentan con Mdh, el AOA en este caso no se encontraría en un equilibrio rápido 

con malato, fumarato y succinato, evitando así la dispersión de la marca debida a la 

simetría de las dos últimas moléculas. El patrón de marcaje observado en los 

espectros  de ectoínas procedentes de [1-13C]-, [2-13C]- y [6-13C]-glucosa (ver Figuras 

III.4, 5 y 6) concuerda con esta asunción, lo que permitió descartar una distribución 

simétrica de la marca en los isotopómeros de AOA.  

Cada “isotopómero de ectoína” representado en la Tabla I.S4 es una representación del 

marcaje promedio esperado de un conjunto determinado de isotopómeros. Las probabilidades 

globales relativas de marcaje se calcularon para cada distribución de isotopómeros predicha 

para cada una de las seis rutas metabólicas extremas considerada, y para cada uno de los 

isotopómeros de glucosa usado: [1-13C]-, [2-13C]- y [6-13C]-glucosa. 

 

 

Marcaje de las ectoínas en cultivos crecidos en [1-13C]- y [6-13C]glucosa. La 

metabolización de la glucosa a través de EMP produce un 50% de [3-13C]-piruvato/PEP, 

mientras que la ruta de ED produce por un lado [1-13C]-piruvato y por otro PEP no marcado 

(asumiendo que no existe conversión de piruvato a PEP) (Figura I.S5). En las siguientes 

reacciones de la ruta de ED el PEP no marcado daría lugar a piruvato no marcado, siendo el 

balance final de la ruta para el piruvato de un 50% marcado en C1 y un 50% sin marcaje. Esta 

diferencia entre las rutas de EMP y de ED hace que el análisis del marcaje de las ectoínas 

permita estimar la razón de flujos EMP/ED.  

En las células crecidas en [1-13C]-glucosa, las posiciones con mayor porcentaje de 

marcaje en las moléculas de ectoína fueron COOH y C6, independientemente de la 

concentración de sal, y el marcaje en el resto de carbonos fue cercano a la abundancia natural 

del isótopo 13C (Figura I.4). La ruta de ED podría justificar en este caso el marcaje hallado en la 
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posición COOH. Sin embargo, esta ruta por sí misma no puede explicar el nivel de marcaje en la 

posición C6. Se podría justificar la marca en esa posición postulando que el 13CO2 generado por 

la descarboxilación del [1-13C]-piruvato, se reincorpora de forma eficiente por la carboxilación 

mediante Pc o Ppc. La fijación de 13CO2 a este nivel produciría una mezcla de [1-13C]-, [4-13C]- y 

[1,4-13C2]-AOA, explicando el marcaje observado en las ectoínas. El nivel concreto de 

enriquecimiento en 13C en la posición COOH permitió estimar que el 95% de la glucosa de la 

que proviene el carbono de las ectoínas se metaboliza a través de la ruta de ED y de Pc. El 

enriquecimiento hallado en el resto de posiciones, mucho menor, podría explicarse por una 

dispersión de la marca entre el resto de posiciones de la molécula de ectoína por rutas como la 

de las pentosas fosfato. Además, la existencia de una glicolisis funcional, aunque minoritaria, 

no puede descartarse completamente.  

Para poder confirmar que el catabolismo de la glucosa ocurre a través de la ruta de ED, 

se analizó el perfil de enriquecimiento de las ectoínas a partir de [6-13C]-glucosa. En este caso, 

los espectros obtenidos fueron complementarios a los obtenidos con [1-13C]-glucosa, lo que 

demuestra, al contrario de lo previsto para la ruta de EMP, que los destinos de los carbonos C1 

y C6 de la glucosa no son equivalentes, es decir, que el catabolismo de glucosa en este caso 

tenía lugar a través de metabolitos marcados de forma asimétrica (Figura I.S6). Además, la 

incorporación de la marca en el glicerol presente en la bicapa de fosfolípidos de la membrana a 

partir de [6-13C]-glucosa (pero no de [1-13C]-glucosa) (Figuras III.S7-S8), también concordaban 

con el marcaje observado en las ectoínas. Por tanto, todos estos datos demuestran que C. 

salexigens metaboliza glucosa a través de la ruta de ED, y esto, junto con la posible carencia de 

una enzima Pfk, sugiere que la ruta de EMP no es funcional.  

Una vez demostrada verosimilitud de asumir que C. salexigens metaboliza el 95% de la 

glucosa a través de la ruta de ED, es posible extraer nuevas consecuencias partiendo de dicha 

asunción. Como se ha explicado más arriba, el metabolismo de [1-13C]-glucosa a través de ED 

produce por una lado [1-13C]-piruvato, y por otro un 100% del PEP no marcado. Si Pc es la 

principal ruta para la incorporación de CO2 a AOA, la marca en C1 del piruvato se traduciría en 

marca en C1 del AOA, y en última instancia daría lugar a la presencia de marca en el grupo 

COOH de las ectoínas (Figura I.4). Dado que el C1 del piruvato, por otro lado, se pierde en 

forma de CO2 marcado en la reacción de Pdh, es de esperar que el acetil-CoA formado a partir 

de [1-13C]-piruvato (que no tendría marca) no contribuya al marcaje de as ectoínas. Sin 

embargo, el PEP formado a partir de [1-13C]-glucosa a través de ED no lleva marca, con lo que 

una anaplerosis que transcurriera exclusivamente mediante Ppc daría lugar a ectoínas no 

marcadas. Por tanto, la eficiencia de la incorporación la marca en el grupo carboxílico de las 
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ectoínas puede emplearse para estimar las contribuciones relativas de las actividades Pc y Ppc 

a la anaplerosis total.  

 

Marcaje de las ectoínas en cultivos crecidos en [2-13C]glucosa. Partiendo de [2-13C]-

glucosa como fuente de carbono, el metabolismo a través de la ruta de EMP produciría un 50% 

de [2-13C]-PEP, y en el siguiente paso de la ruta, un 50% de [2-13C]-piruvato. El metabolismo a 

partir de la ruta de ED generaría también un 50% de [2-13C]-piruvato, pero el 100% del PEP 

quedaría sin marcar (Figura I.S5). Por tanto, es posible analizar el destino del [2-13C]-piruvato 

sin hacer ninguna asunción adicional (Figura I.5). Las posibles rutas para la síntesis de AOA a 

partir de piruvato/PEP son las siguientes: i) Los carbonos del piruvato pueden ingresar en el 

CAT como acetil coenzima A, producido éste por la piruvato deshidrogenasa (Pdh), 

produciendo AOA tras una vuelta al ciclo (Figura I.5A), ii) el piruvato y el PEP pueden sufrir 

carboxilación para dar AOA por la acción de Pc o Ppc, respectivamente (Figura I.5B), o iii)una 

combinación de ambas rutas (Figura I.5C). A partir del alto porcentaje de marcaje en la 

posición C4 de las ectoínas a partir de [2-13C]-glucosa (Figura I.5) puede concluirse que la 

contribución de Ppc a la actividad anaplerótica total en la célula es despreciable. Esto estaría 

de acuerdo con las actividades enzimáticas medidas (Tabla I.3).  

De entre estas tres opciones, la ruta que transcurre a través de Pc convierte [2-13C]-

piruvato en [2-13C]-AOA, lo que se refleja en las ectoínas en forma de la presencia del isótopo 

[4-13C]-ectoína. En la ruta que transcurre a través de Pdh, un 50% de [2-13C]-piruvato da lugar a 

un 50% de [1-13C]-acetil-CoA, que a su vez ingresa en el CAT para dar AOA no marcado (a partir 

de ese 50 % de acetil-CoA no marcado), o AOA marcado en C1 o en C4 (a partir de [1-13C]-

acetil-CoA), ambos isótopos con la misma probabilidad (Figuras III.5 y III.S5). Partiendo de [2-
13C]-glucosa, las sucesivas vueltas al CAT no darían lugar a la aparición de ningún isótopo de 

AOA diferente a los citados. Las marcas en C1 y C4 del AOA contribuirían a las marcas en el 

grupo COOH y C6 de las ectoínas, respectivamente. Además, el [1-13C]-acetil-CoA producido 

por Pdh se incorporaría a las ectoínas en la posición C2 (Figuras III.5A-5C). En la Tabla I.S4 se 

recogen todas las posibilidades previstas para el destino de la marca de [2-13C]-glucosa en las 

moléculas de ectoínas.  

En resumen, la marca en C6 y el grupo COOH de las ectoínas es proporcional al flujo a 

través de Pdh, mientras que la marca en C4 es proporcional al flujo a través de Pc. La marca en 

C2 es el resultado de la incorporación a la molécula de ectoína por acción de la actividad de 

EctA del acetil-CoA producido por Pdh. Ninguna de estas combinaciones de rutas predice la 

aparición de marca en el grupo metilo de las ectoínas. Estas predicciones concuerdan bastante 
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bien con los espectros obtenidos, en los que la señal proveniente del grupo metilo es la menos 

intensa, siendo las más intensas las correspondientes a las posiciones C2 y C4 (Figura I.5E).  

 

 

Experimentos de marcaje con 13C-glucosa: marcaje de los glicerofosfolípidos de membrana 

Con el fin de aportar más pruebas de la metabolización de la glucosa mediante la ruta de 

ED por C. salexigens, se analizó la distribución de la marca de 13C en los glicerofosfolípidos de 

membrana en cultivos crecidos en [6-13C]- y [1-13C]-glucosa. Se extrajeron los lípidos con 

cloroformo deuterado, y se registraron los espectros de 13C-RMN de estos extractos (Figuras 

III.S7-S8).  

En un organismo que emplee mayoritariamente la ruta de ED, al crecer en [6-13C]-

glucosa, el 100% del gliceraldehído-3-fosfato producido por dicha ruta debe presentar marca 

en C3, mientras que al crecer en [1-13C]-glucosa, no se espera marca en ninguna posición de 

esta molécula (Figura I.S5). Una situación paralela se esperaría para las moléculas de glicerol-

fosfato, que se deriva del gliceraldehído-3-fosfato vía dihidroxiacetona-fosfato. Nosotros 

encontramos que el glicerol presente en los fosfolípidos producidos a partir de [6-13C]-glucosa 

estaba marcado en las posiciones C1 y C3 en proporciones similares, mientras que el 

procedente de [1-13C]-glucosa no presentaba un nivel de marcaje apreciable en ninguna 

posición (Figura I.S8) (La marca en la posición C1 del glicerol procedente de [6-13C]-glucosa no 

se esperaba teniendo en cuenta las rutas del metabolismo centrar consideradas, pero puede 

explicarse si tenemos en cuenta la dispersión de la marca entre las posiciones C1 y C3 debido 

al equilibrio de hidrólisis/fosforilación del glicerol-fosfato).  

En resumen, el patrón de marcaje observado en estos experimentos también apoya que 

C. salexigens usa la ruta de ED para la oxidación de la glucosa.  

 

 

Comparación de las actividades enzimáticas determinadas in vitro y de los flujos in vivo 

Las actividades enzimáticas determinadas in vitro pueden considerarse una 

aproximación válida para la estimación de los flujos metabólicos in vivo. Se trata de una 

aproximación burda, dado que las concentraciones de enzimas, metabolitos y cofactores 

podrían diferir in vivo e in vitro, y por tanto, las velocidades reales in vivo pueden ser 

estimadas de forma incorrecta (van Eunen et al., 2010). Generalmente se reconoce que estas 

actividades medidas exceden los flujos in vivo, lo que implica que el control de las rutas 

metabólicas se debe principalmente a la disponibilidad de los metabolitos y cofactores 

implicados.  
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Con el fin de comprobar si las actividades enzimáticas medidas en este trabajo son 

suficientes para asegurar los flujos in vivo a través de las principales rutas de C. salexigens, se 

compararon las actividades con los flujos metabólicos. Las velocidades de consumo de glucosa 

y de amonio se consideran como los flujos globales de carbono y nitrógeno del entorno a las 

células.  

Se ha considerado a las actividades citrato sintasa (Cs) y glutamato deshidrogenasa 

(Gdh) como representativas de los flujos de carbono y nitrógeno, respectivamente. La 

actividad citrato sintasa puede dar una idea del flujo a través del CAT. La glucosa se metaboliza 

hasta piruvato (principalmente a través de la ruta de ED) y acetil-CoA. Una fracción significativa 

del flujo total del carbono se desvía hacia el metabolismo overflow (principalmente piruvato, 

pero también acetato y lactato) y hacia la síntesis de ectoínas vía AOA. De esta forma, la 

velocidad de consumo de glucosa debería ser mayor que el flujo máximo a través de Cs, 

especialmente bajo las condiciones en las que el metabolismo overflow es más activo (v. g. 

condiciones de baja salinidad).  

A pesar de las alteraciones significativas en la velocidad de consumo de glucosa en las 

diferentes salinidades, la actividad Cs no mostró cambios importantes. A baja salinidad (NaCl 

0,6 y 0,75 M), el flujo máximo a través de Cs fue entre 11 y 27 veces menor que la velocidad de 

consumo de glucosa, mientras que a alta salinidad (NaCl 2,5 M), el flujo a través de CS fue sólo 

5 veces menor (Tabla I.S3). Este hecho concuerda con los cambios asociados con la salinidad 

observados en el metabolismo overflow (Figura I.2), indicando que una expresión reducida de 

las enzimas del CAT puede ser parcialmente responsable de este fenómeno.  

Es posible extraer una conclusión similar en el caso de la comparación de la actividad 

Gdh con la velocidad de consumo de amonio. La actividad Gdh fue prácticamente constante en 

todas las condiciones probadas, mientras que la velocidad de consumo de amonio resulto 

superior que el flujo total de Gdh en todas las salinidades, indicando que algunas reacciones 

que incorporan amonio (v.g. glutamina sintetasa o glutamato sintasa) contribuyen a la 

asimilación total en estas condiciones.  

Además, la comparación de las actividades Pc y Ppc con la velocidad total de producción 

de ectoínas indica que el flujo anaplerótico máximo teórico no se ve afectado de forma 

significativa por la salinidad, a pesar del diferente nivel de demanda para síntesis de ectoínas. 

Es posible correlacionar también este hecho con el fenómeno del metabolismo overflow, dado 

que el “exceso” de carbono provisto por la anaplerosis podría ser parcialmente dirigido hacia 

la excreción de piruvato y acetato, cuando los requerimientos de ectoínas son bajos.  

 

Determinación de flujos metabólicos relativos 
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Para estimar las razones de flujo en nodos metabólicos clave del metabolismo central de 

C. salexigens, se hizo uso de los patrones de marcaje de las ectoínas a partir [2-13C]-glucosa, 

según el procedimiento explicado en la sección anterior, y se aplicaron además  ecuaciones de 

balance de masa derivadas de los flujos implicados en cada uno de los nodos. Estas ecuaciones 

se basan en las siguientes asunciones: 

1. No se produce reciclado de la marca isotópica a causa de la presencia de ciclos 

fútiles. 

2. No existe compartimentalización de metabolitos (v.g. fenómenos de canalización de 

metabolitos) y existe una reserva homogénea para cada metabolito que es común 

en todos los casos a todas las rutas consideradas. 

3. No se produce dispersión de la marca isotópica a causa del funcionamiento de la 

ruta de las pentosas fosfato (esta ruta daría lugar a marcaje en todas las posiciones 

de la molécula de ectoína, pero a partir de los espectros registrados, se pudo 

estimar que la ruta de PPP contribuye con menos de un 5% al flujo total de glucosa a 

ectoínas, y por tanto, se ha desestimado su efecto para el resto de análisis). 

4. Se alcanzan los estados estacionaros metabólico e isotópico. 

5. La dilución isotópica que impone la presencia de una reserva preexistente en la 

célula de intermedios no marcados es despreciable. 

6. La capacidad de discriminación de isótopos de las enzimas implicadas es nula. 

Con [2-13C]-glucosa como fuente de carbono, la ruta de ED da lugar a una reserva 

homogénea de 50% de [2-13C]-piruvato y de PEP no marcado. De esta forma, el patrón de 

marcaje de las ectoínas daría información del destino metabólico de PEP y piruvato. Se han 

tenido en cuenta los isotopómeros predichos que se generarían por la combinación de la 

acción de rutas que parten de 50% de [2-13C]-piruvato y 50% de [1-13C]-acetil-CoA. 

La contribución de la actividad Ppc al flujo anaplerótico total puede ser despreciada (ver 

explicación más adelante). 

Se han tenido en cuenta tres posibles vías de producción de ectoínas a partir de 

piruvato: 

1. Descarboxilación del [2-13C]-piruvato a [1-13C]-acetil-CoA (por Pdh), seguida por su 

incorporación al CAT, rindiendo [1-13C]- y [4-13C]-AOA tras una vuelta al ciclo (Figura 

I.5A). En este caso, la marca se repartiría entre el carbono del grupo COOH y C6 de 

las ectoínas. Además, la actividad EctA incorporaría marca en C2. Así, con esta ruta, 

se formarían ectoínas marcadas en C2, C6 y COOH en una proporción 2:1:1. 

2. Carboxilación directa del [2-13C]-piruvato para producir [2-13C]-AOA (Pc), y su 

posterior transaminación a [2-13C]-aspartato (por AspAT) para la síntesis de ectoínas 

193 
 



Anexo I 
 

(Figura I.5B). Las ectoínas así producidas presentarían marca en C4 y C2 (siendo esta 

última debida a la incorporación de [1-13C]-acetil-CoA en la molécula de ectoína por 

EctA). Así, mediante esta ruta, se sintetizarían ectoínas marcadas en C2 y C4 en 

proporción 1:1.  

3. Ingreso en el CAT de las moléculas de AOA producidas por las rutas anapleróticas 

(Figura I.5C). Como en el caso anterior, se consideró únicamente una vuelta al CAT, 

dado que no se esperaba una mayor dispersión de la marca en vueltas posteriores. 

Como resultado de esta ruta, la marca de 13C se dispersaría más que en los casos 

anteriores, previéndose un patrón de marcaje en las ectoínas en C2, C4, C5, C6 y 

COOH en proporción 2:1:1:1:1.  

La carboxilación del PEP no marcado por Ppc, produciría AOA no marcado, y 

posteriormente a ectoínas marcadas únicamente en C2 (proveniente del C1 del acetil-CoA). Sin 

embargo, hemos explicado que puede asumirse despreciable la contribución de Ppc al flujo 

anaplerótico, y además las áreas de las señales de C4 y C5 de ectoínas (relacionadas 

directamente con la actividad Pc) representan el 97 ± 14% del área de la señal correspondiente 

a C2 (relacionada con la actividad EctA). Esto estaría de acuerdo con las actividades 

enzimáticas medidas (Tabla I.3). 

El marcaje en las posiciones COOH y C6 debería ser aproximadamente equivalente en 

cualquiera de las tres posibilidades explicadas más arriba, y directamente proporcional al flujo 

a través del CAT. Teniendo en cuenta esto, se definió una proporción de marcaje promedio 

para estas dos posiciones: [Av(C6,COOH)]. Por otro lado, el marcaje en C4 y C5 es proporcional 

al flujo a través de Pc. La única posición de la que no se espera un marcaje mayor al de la 

abundancia natural en ninguno de los tres casos explicados es el carbono del grupo metilo. 

Aunque se encontró un marcaje significativo en dicha posición, debe destacarse que esta 

posición presenta el marcaje relativo menor de todos los carbonos de la molécula de ectoína, y 

muy ligeramente superior al esperable de la abundancia natural de 13C (1,11%). Como se 

explica más arriba, esa ligera diferencia permitió estimar que la ruta de las pentosas-fosfato y 

otras rutas dispersadoras del marcaje contribuyen con menos del 5% al flujo total de glucosa a 

ectoínas. Por todo ello, no se tuvo en cuenta el marcaje en el grupo metilo de las ectoínas para 

la estimación de las razones de flujos. 
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A partir de todo lo explicado, se dedujeron las siguientes ecuaciones para estimar las 

razones de flujos Pc/Pdh, Cs/EctA y Pc/Cs (flujos realtivos): 

 

[1] 
𝑃𝑃𝑃𝑃
𝑃𝑃𝑃𝑃ℎ

= 𝐶𝐶4+𝐶𝐶5
𝐶𝐶2+2·𝐴𝐴𝐴𝐴(𝐶𝐶6,𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶)

 

[2]  
𝐶𝐶𝐶𝐶
𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸

= 2·𝐴𝐴𝐴𝐴(𝐶𝐶6,𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶)
𝐶𝐶2

 

[3]  
𝑃𝑃𝑃𝑃
𝐶𝐶𝐶𝐶

= 𝐶𝐶4+𝐶𝐶5
2·𝐴𝐴𝐴𝐴(𝐶𝐶6,𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶)

 

 
Donde: 

Pdh, Pc, Cs y EctA representan los flujos absolutos a través de piruvato deshidrogenasa, 

piruvato carboxilasa, citrato sintasa y L-diaminobutirato acetil transferasa, respectivamente. 

C4, C5, C6 y COOH son los valores de las áreas de los respectivos picos en los espectros 

de 13C-RMN. Av(C6,COOH) representa el promedio del área de esos dos picos. 

Aplicando las ecuaciones [1], [2] y [3] a las áreas de los picos de los espectros de la 

Figura I.5E pueden determinarse los flujos relativos (Tabla I.4). Para los cultivos crecidos en 

M63 con NaCl 0,75 M, los flujos relativos se estimaron a partir del marcaje de la ectoína (ya 

que no se detectó en las muestras o razón señal/ruido era demasiado baja). Para los cultivos 

crecidos en NaCl 2,5 M, los flujos relativos se estimaron usando los patrones de marcaje tanto 

de ectoína como de hidroxiectoína.  
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TABLAS SUPLEMENTARIAS 

Tabla I.S1: Análisis genómico de los genes de C. salexigens implicados en el metabolismo central, organizado por rutas. 

Enzimas Especificidad 
de cofactor 

Detección 
experimental Código E.C. Gen Asignación previa  

(Ates et al., 2011) Topología 

Rutas de Embden-Meyerhof-Parnas y de Entner-Doudoroff 

Glucoquinasa (Glk) ATP ND 2.7.1.2 Csal0935 (YP_572991) Glucoquinasa Citoplasmática 

Piruvato quinasa (PyK) ATP ND 2.7.1.40 Csal1559 (YP_573611) Piruvato quinasa Citoplasmática 

Glucosa deshidrogenasa (soluble) 
(Gcd) NAD(P)H ND 1.1.1.47 Sin correspondencia 

clara con ningún ORF   

Glucosa deshidrogenasa 
(quinoproteína) (Gdhq) Quinona ND 1.1.5.2 

Csal0170 (YP_572233) Glucosa deshidrogenasa Periplásmica 

Csal2831 (YP_574876) Sin asignación Citoplasmática, anclada 
a membrana 

Gluconolactonase (Glcnl)  ND 3.1.1.17 

Csal0453 (YP_572514) Sin asignación Citoplasmática 

Csal1727 (YP_573778) Sin asignación Citoplasmática 

Csal2779 (YP_574825) Gluconolactonasa Periplásmica 

Transportador de gluconato (GntP)  ND - 

Csal3175 (YP_575218) 
Familia del antiportador 

Na+-H+ 
Sin asignación Transmembrana 

Csal0925 (YP_572981) 
Familia del antiportador 

Na+-H+ 
Sin asignación Transmembrana 

Gluconoquinasa (GnuK) ATP ND 2.7.1.12 Csal0926 (YP_572982) Gluconoquinasa Citoplasmática 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
(Zwf) NADPH + 1.1.1.49 Csal2741 (YP_574787) Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Citoplasmática 

6-Fosfogluconolactonasa (Pgl)  ND 3.1.1.31 Csal2740 (YP_574786) 6-Fosfogluconolactonasa Citoplasmática 

2-Ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato 
aldolasa (Eda)  ND 4.1.2.14 Csal2739 (YP_574785) 2-Ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa Citoplasmática 

Transportador de 2-
Cetogluconato1 (KguT)  ND - Csal0137 (YP_572200) Sin asignación Transmembrana 

 



 

Gluconato deshidrogenasa2 (GhrB) NAD(P)+ ND 1.1.1.215 Csal0273 (YP_572335) 2-Ceto-D-gluconato reductasa (NADPH) Citoplasmática 

Gluconato deshidrogenasa 
(membrana) (Gad) FAD ND 1.1.99.3 -   

2-Cetogluconato quinasa3 (KguK) ATP ND 2.7.1.13 Posiblemente 
Csal0274 (YP_572336) 

2-Deshidro-3-desoxigluconoquinasa 
(KgdK) 

2.7.1.45 
Citoplasmática 

2-Ceto-6-fosfogluconato reductasa 
(KguD) NADPH ND 1.1.1.43 Posiblemente 

Csal0273 (YP_572335) 

2-Deshidro-D-gluconato reductasa 
(NADPH) 
1.1.1.215 

Citoplasmática 

6-Fosfofructoquinasa (PfkB) ATP ND 2.7.1.11 

Posiblemente Csal2647 
(YP_574693) Fructosa-1-fosfato quinasa 2.7.1.56 Citoplasmática 

Csal0274 
(YP_572336) 

2-Deshidro-3-desoxigluconoquinasa 
2.7.1.45 Citoplasmática 

Csal0639 
(YP_572700) Sin asignación Citoplasmática 

Csal0931 
(YP_572987) 

Fructoquinasa 
2.7.1.4 Citoplasmática 

Csal1841 
(YP_573892) 

Riboquinasa/ 
desoxirriboquinasa 

2.7.1.15 
Citoplasmática 

6-Fosfofructoquinasa 
(dependiente de pirofosfato) (Pfp) Pirofosfato ND 2.7.1.90 Posiblemente Csal1534 

(YP_573586) 
Fosfofructoquinasa 

2.7.1.11 Citoplasmática 

Ruta de las pentosas fosfato 

6-Fosfogluconato deshidratasa 
(Edd)  ND 4.2.1.12 Csal0936 

(YP_572992) 6-Fosfogluconato deshidratasa Citoplasmática 

6-Fosfogluconato deshidrogenasa 
(Gnd) NAD(P)H ND 1.1.1.44 Csal0666 

(YP_572726.1) Fosfogluconato deshidrogenasa Citoplasmática 

6- Fosfogluconato deshidrogenasa 
 

NAD 
 

ND 
 

1.1.1.60 
 

Csal0960 
(YP_573016.1) Tartronato semialdehído reductasa Citoplasmática 

Csal1751 
(YP_573802.1) Sin asignación Citoplasmática 

Csal3190 
(YP_575233.1) Sin asignación Citoplasmática 

Ciclo del ácido cítrico 
Componente E1 del complejo 

piruvato deshidrogenasa (piruvato 
deshidrogenasa) 

TPP ND 1.2.4.1 Csal0855 
(YP_572911) Piruvato deshidrogenasa Citoplasmática 

Componente E2 del complejo 
piruvato deshidrogenasa 

(dihidrolipoamida 
acetiltransferasa) 

Lipoato-coenzima 
A ND 2.3.1.12 Csal0856 (YP_572912) Sin asignación Citoplasmática 

 



 

Componente E3 del complejo 
piruvato deshidrogenasa 

(dihidrolipoamida deshidrogenasa) 
FAD ND 1.8.1.4 Csal1219 (YP_573273)4 

 
Piruvato deshidrogenasa 

(dihidrolipoamida acetiltransferasa 
 

Citoplasmática 

Citrato sintasa (Cs)  + 2.3.3.1 Csal1212  (YP_573266) Citrato (Si)-sintasa Citoplasmática 

Isocitrato deshidrogenasa 
(NADPH-Icdh) NADPH + 1.1.1.42 Csal0525 

(YP_572586) Isocitrato deshidrogenasa (NADP) Citoplasmática 

Isocitrato deshidrogenasa (NADH-
Icdh) NADH ND 1.1.1.41 Csal1434 (YP_573487) Isocitrato deshidrogenasa (NAD+) Citoplasmática 

Malato/lactato deshidrogenasa NADH ND 1.1.1.37 Csal1752 (YP_573803) Malato deshidrogenasa Citoplasmática 

Malato/lactato deshidrogenasa NADPH ND 1.1.1.82 Csal1771 (YP_573822) Malato deshidrogenasa Citoplasmática 

Malato-quinona oxidorreductasa 
(Mqo) Quinona ND 1.1.5.4 Csal2579 (YP_574625) Malato deshidrogenasa (Ubiquinona-

8/menaquinona-8 como aceptor) Citoplasmática 

Ciclo del glioxilato 

Isocitrato liasa (Icl)  + 4.1.3.1 Csal2449 
(YP_574495) Isocitrato liasa Citoplasmática 

Malato sintasa G (Ms)  ND 2.3.3.9 Csal_3154 (YP_575197) Malato sintasa Citoplasmática 

Anaplerosis/Gluconeogénesis 

Oxalacetato descarboxilasa (Oad)  ND 4.1.1.3 

Csal0692 (YP_572752) Sin asignación 

Citoplasmática Csal0693  (YP_572753) Homocitrato sintasa 2.3.3.14 

Csal0694 

(YP_572754) Oxaloacetate decarboxylase 

Piruvato carboxilasa, subunidad A5 ATP 
+ 6.4.1.1 

Csal_1555 (YP_573607) Piruvato carboxilasa Citoplasmática 

Piruvato carboxilasa, subunidad B6  Csal_1556  (YP_573608) Sin asignación Citoplasmática 

Malic enzyme (Mae) NADPH + 1.1.1.40 Csal0605 
(YP_572666) Enzima málico (NADP) Citoplasmática 

Fosfoenolpiruvato carboxilasa 
(Ppc)  + 4.1.1.31 Csal1640 

(YP_573692) Fosfoenolpiruvato carboxilasa Citoplasmática 

Fosfotransacetilasa (Pta) Fosfato ND 2.3.1.8 Sin correspondencia 
clara con ningún ORF   

Piruvato oxidasa (Pox)7 TPP, FAD, 
Citocromo ND 1.2.5.1 Csal1010 (YP_573066) Piruvato oxidasa Citoplasmática 

 



 

Acil fosfatasa (AcyP)  ND 3.6.1.7 Csal1839 
(YP_573890) Acil fosfatasa Citoplasmática 

Acetil-coenzima A sintetasa8 (Acs) ATP ND 6.2.1.1 Csal0865 
(YP_572921) Acetil-coenzima A sintetasa Citoplasmática 

Acetato permeasa9 (ActP) Simportador Na+-
soluto ND - Csal 0871 (YP_572927) 

Csal 2927 (YP_574971) Sin asignación Transmembrana 

L-Lactato deshidrogenasa 
(citocromo)10 Citocromo ND 1.1.2.3 Csal0404 (YP_572465) Sin asignación Citoplasmática 

D-Lactato deshidrogenasa11 NAD ND 1.1.1.28 Csal3144 (YP_575187) D-Lactato deshidrogenasa Citoplasmática 

Metabolismo del nitrógeno 
Alanina aminotransferasa12 

(AlaAT) 
Piridoxal 5’-

fosfato + 2.6.1.2 Csal1348 (YP_573402) Sin asignación Citoplasmática 

L-Alanina deshidrogenasa (Ald) NADH ND 1.4.1.1 Csal_2966 (YP_575010) L-Alanine deshidrogenasa Citoplasmática 

Glutamato sintasa (Gls) NAD(P)H ND 
1.4.1.14 (NADH) Csal0615 (YP_572676) Glutamato sintasa (ferredoxina) Citoplasmática 

1.4.1.13 (NADPH) Csal0616 
(YP_572677) 

Glutamato sintasa 
(NADPH), subunidad menor Citoplasmática 

Glutamato deshidrogenasa 
(NADPH-Gdh) NADPH + 1.4.1.4 Sin correspondencia 

clara con ningún ORF  Citoplasmática 

Glutamato deshidrogenasa 
(NADH-Gdh) NADH + 1.4.1.2 Csal1340 

(YP_573394) Glutamato deshidrogenasa (NAD) Citoplasmática 

Aspartato aminotransferasa 
(AspAT)  + 2.6.1.1 

Csal0536 (YP_572597)13 Sin asignación Citoplasmática 

Csal1320 (YP_573374 Aspartato aminotransferasa Citoplasmática 

Aspartoquinasa (Ask) ATP ND 2.7.2.4 Csal0626 (YP_572687) Aspartato quinasa Citoplasmática 

 
ND: no detectada 
Los análisis de topología se realizaron con Signal P  
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 
y TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). 
1Anotada en JGI como: Major Facilitator Superfamily MSF_1. 
2Anotada en JGI como: 2-ketogluconate kinase (KguK). 
3Anotada en JGI como: 6-phosphofructokinase (PfkB). 
4Anotada en JGI como: pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase dimerization 
region. 

5Anotada en JGI como: carbamoil-phosphate synthase. 
6Anotada en JGI como: oxaloacetate decarboxylase (Oad) alpha subunit. 
7Anotada en JGI como: thiamine pyrophosphate enzyme-like (TPP-binding). 
8Anotada en JGI como: acetate-coenzyme A ligase. 
9Anotada en JGI como: Na+/solute symporter. 
10Anotada en JGI como: FMN-dependent alpha-hydroxyacid dehydrogenase. 
11Anotada en JGI como: D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase NAD-binding. 
12Anotada en JGI como: aminotransferase class I and II. 
13Anotada en JGI como: aminotransferase class I and II.  

 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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Tabla I.S2. Análisis de la actividad 6-fosfofructoquinasa (Pfk) en extractos proteicos de las cepas C. 
salexigens y E. coli.  

 C. salexigens DSM 3043T E. coli BW25113 

M63 + NaCl 0,75 M M63 + NaCl 2,5 M Medio mínimo M9 

Pfk (U/min) <0,05 <0,05 0,50 ± 0,14 

 

 

 

 

 
Tabla I.S3. Comparación de los flujos metabólicos máximos estimados a partir de las actividades Cs, Cdh, 
Pc y Ppc con las velocidades globales de consume de fuentes de carbono y nitrógeno y de producción de 
ectoínas. Para permitir una comparación directa, todos los valores vienen dados en mmol/gPS·h.  

 Salinidad ([NaCl]) 

Flujo (mmol/gPS·h) 0,6 M 0,75 M 2,5 M 
Flujo máximo a través de Csa 0,52 1,05 0,39 

Velocidad de consumo de glucosa 14,3 11,7 2,1 

Flujo máximo a través de Gdha,b 0,78 0,83 0,57 

Velocidad de consumo de amonio 3,7 6,5 2,5 

Flujo máximo a través de Pca 2,01 1,64 2,10 

Flujo máximo a través de Ppca N.M. 0,21 0,20 

Velocidad de producción de ectoínasc 0,049 0,127 0,174 
 

aEl peso seco se calculó a partir de la concentración de proteínas aplicando correlaciones empíricas obtenidas para 
cada concentración de sal. Para cada salinidad, se determinó también el contenido específico en  proteínas.  

bEl flujo representado es la suma de los calculados a partir de las actividades de Gdh dependientes de NADPH y de 
NADH determinadas. 

cLa velocidad total de síntesis de ectoínas es la suma de la producción de ectoína y de hidroxiectoína.  

N.M., no medido. 
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Tabla I.S4. Patrones de marcaje de las moléculas de ectoína previstos para cada una de las rutas 
extremas consideradas. La escala de color representa la probabilidad de marcaje en cada posición para 
la combinación del sustrato marcado y las rutas metabólicas seguidas (rojo, 0%; amarillo, 25%; verde, 
50%; azul, 100%). En las posiciones en las que se espera un marcaje diferente para Pc y Ppc, la mitad 
superior de la posición de carbono corresponde al flujo de Pc, y la mitad inferior al flujo de Ppc.  

 [1-13C]-Glucosa [2-13C]-Glucosa [6-13C]-Glucosa 

EM, TCA 

   

EM, Pc/Ppc 

   

EM, Pc/Ppc + TCA 

   

ED, TCA 

   

ED, Pc/Ppc 

   

ED, Pc/Ppc + TCA 

   
 

*Abreviaturas: EM, ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (glucolisis); ED, ruta de Entner-Doudoroff; CAT, ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos; Pc, piruvato carboxilasa, Ppc, fosfoenolpiruvato carboxilasa. 

*Las distintas distribuciones de isotopómeros predichas solo tienen en cuenta una única vuelta al CAT, en su caso. 
En las distribuciones previstas para [1-13C]- y [6-13C]glucosa, si se tienen en cuenta más vueltas al CAT, se predice la 
aparición de nuevos isotopómeros con mayor número de carbonos marcados (especialmente en el carbono 
carboxílico y C6). En las distribuciones predichas para [2-13C]-glucosa (usadas para la estimación de flujos relativos), 
las vueltas segunda y posteriores al CAT no dan lugar a presencia de marca en posiciones previamente no 
marcadas en la distribución tras la primera vuelta.
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

 

Figura I.S1. (A) La ruta de ED propuesta para C. salexigens. La ruta se basa en estudios filogenéticos e in silico en los que se compara C. salexigens con P. putida y 
otras especies relacionadas. Los nombres de enzimas y transportadores aparecen en rectángulos y elipses, respectivamente. (B) Operones y grupos de genes 
relacionados con las rutas glucolítica y de Entner-Doudoroff en C. salexigens. Sobre cada ORF se muestra el nombre de la asignación más plausible.  
1En este trabajo se ha asignado Csal0273 a GhrB (gluconato deshidrogenasa); Csal0274 y Csal0931 están anotadas en JGI como PfkB (6-fosfofructoquinasa); KguD, KguK y azúcar 
quinasa son las asignaciones propuestas de acuerdo con los estudios in silico y filogenéticos de este trabajo.  
*Permeasa para glucosa; existen varios sistemas de transporte ABC en el genoma de C. salexigens, generalmente con una especificidad de sustrato ambigua.  

Abreviaturas: Akr, aldo-cetorreductasa; Eda, 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa; Edd, 6-fosfogluconato deshidratasa; Gdhq, glucosa deshidrogenasa; Glcnl, gluconolactonasa; 
Glk, glucoquinasa; GntP, transportador de gluconato; GnuK, gluconoquinasa; KguD, 2-ceto-6fosfogluconato reductasa; KguK, 2-cetogluconato quinasa; KguT, transportador de 2-
cetogluconato y Pgl, 6-fosfogluconolactonasa.    
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Figura I.S2. Análisis filogenético de los ORFs anotados como 6-fosfofructoquinasa (Pfk): Csal0274, 
Csal0639, Csal0931, Csal1534, Csal1841 y Csal2647. Las proteínas que han sido caracterizadas aparecen 
marcadas con un asterisco.  

 

 

 

 

Figura I.S3. Estudio filogenético del ORF asignado como 2-ceto-6-fosfogluconato reductasa (KguD), 
Csal0273.  

 

grupo de kguD

yiaE Escherichia coli
tkrA Citrobacter rodentium
2KR Klebsiella pneumoniae
glyoxylate reductase Salmonella entérica

2-k 6-P reductase TkrA Burkholderia xenovorans
gluconate 2-dehydrogenase Burkholderia pseudomallei

2-ketogluconate 6-P reductase Burkholderia cenocepacia
KguD Ralstonia sp. 5 7 47FAA

Csal 0273 
kguD Halomonas elongata

kguD Pseudomonas PAO1
kguD Azotobacter vinelandii DJ

2-ketogluconate reductase Pseudomonas fluorescens
ghrB2 Pseudomonas fluorescens Pf-5

2-ketoglu Gluconobacter oxydans

grupo de KguD

grupo de KguD
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Figura I.S4. Rendimiento máximo en biomasa (círculos) y velocidades de crecimiento (barras) de 

C. salexigens en cultivos discontinuos crecidos en medio mínimo M63 con NaCl 2,5 M y D-

glucosa, D-glucono-1,5-lactona, D-gluconato o 2-ceto-D-gluconato 20 mM como única fuente de 

carbono.  
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Embden-Meyerhof-Parnas Entner-Doudoroff 

1-13C 2-13C 6-13C 1-13C 2-13C 6-13C 

Gliceraldehído-3-fosfato 3(50%) 2(50%) 3(50%) N.M. N.M. 3(100%) 

Fosfoenolpiruvato 3(50%) 2(50%) 3(50%) N.M. N.M. 3(100%) 

Piruvato 3(50%) 2(50%) 3(50%) 1(50%) 2(50%) 3(50%) 

Acetil-coenzima A 2(50%) 1(50%) 2(50%) N.M. 1(50%) 2(50%) 

 

Figura I.S5. Destino previsto de la marca proveniente de [1-13C]-, [2-13C]- y [6-13C]glucosa en 

fosfoenolpiruvato, piruvato y acetil coenzima A, según se metabolicen a través de la ruta de 

Embden-Meyerhof-Parnas o la ruta de Entner-Doudoroff. La posición de la marca y el porcentaje 

de marcaje esperado se muestran en la tabla inferior. El código de color usado para representar 

el porcentaje de marcaje se muestra en la escala de la parte inferior derecha.  
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Figura I.S6. Espectros de 13C-RMN obtenidos de extractos celulares de cultivos crecidos en [6-
13C]glucosa. Se usó medio mínimo con NaCl 0,75 M (espectro superior) y 2,5 M (espectro 

inferior). Se indicant las señales correspondientes a la marca en el carbon carboxílico, carbono 

metílico, C2, C4 y C6 de la ectoína (E) y de la hidroxiectoína (H). Nótese que las señales de los 

carbonos metílicos de ectoína e hidroxiectoína aparecen solapados. Las tres moléculas de 

ectoína que aparecen representadas muestran el porcentaje esperado de marcaje en las 

distribuciones de isotopómeros correspondientes a los tres casos extremos considerados (arriba 

a la izquierda, ED (o EMP) seguida de una vuelta al CAT; arriba a la derecha, ED seguida de 

anaplerosis por Pc o Ppc; abajo, ED seguida de una combinación de Pc o Ppc y una  CAT; ver 

Tabla I.S4 para mayor detalle). Para representar el porcentaje de marcaje se siguió el código de 

color representado en la escala de la parte inferior derecha.  
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Figura I.S7. Espectros de 13C-RMN de lípidos extraídos de cultivos crecidos en [6-13C]- y [1-
13C]glucosa. Se usó medio mínimo con (A) NaCl 0,75 M y (B) NaCl 2,5 M. Tanto en (A) como en 

(B), el espectro superior corresponde a [6-13C]-glucosa, y el inferior a [1-13C]-glucosa. Se 

destacan las regiones de los espectros correspondientes a las señales de ácidos grasos (línea 

discontinua) y al glicerol (línea de puntos).   
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Figura I.S8. Ampliación de las regiones de las señales correspondientes al glicerol-3-fosfato de 

espectros 13C-RMN obtenidos de extractos lipídicos procedentes de cultivos crecidos en [6-13C]- 

y [1-13C]-glucosa. Se usó medio mínimo M63 con (A) NaCl 0,75 M y (B) NaCl 2,5 M. Tanto en (A) 

como en (B), el espectro superior corresponde a [6-13C]-glucosa, y el inferior a [1-13C]-glucosa. Se 

destacan las zonas en las que se esperan las señales de 13C de los carbonos C1, C2 y C3 del 

glicerol-3-fosfato. 
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Tabla II.S1. Lista de cebadores usados en los experimentos de PCR a tiempo y en los clonajes. 

Grupo ORF Gen1 Nombre 
usado en 

este 
estudio 

Número 
E.C.1 

Cebadores directo y reverso 

Control interno Csal0001 dnaA dnaA NA 5’-CGGCCAGCAGATGATCCT-3’ 
5’-CCACCCCGCTGATTTCCT-3’ 

Csal0548 polA polA 2.7.7.7 5’-CGACGCCTGGATGGTGAT-3’ 
5’-CGCCTCCTTGACCTCGAAG-3’ 

 
Csal0274 kdgK kguK 2.7.1.45 

5’-ATGAAACGGCCGAAGCTG-3’ 
5’-GGCGTTTCAGGTCGCCT-3’ 

ORFs analizados 
mediante RT-PCR Csal0370 fbaA ald 4.1.2.13 

5’-TGATGCCTTCGACGATTTCTT-3’ 
5’-AGGAATGGCTGGAAGTCATCAA-3’ 

 
Csal0639 pfkB2 Csal0639 - 

5’-GAACGACTGGCGGATTGC-3’ 
5’-GCGGGTGAAGACAGCGAC-3’ 

 
Csal0931 scrK frk 2.7.1.4 

5’-GGCTATGCTCAGCGTGGTCT-3’ 
5’-CATCTGTGCAGCAACAGCCT-3’ 

 
Csal0932 pgi pgi 5.3.1.9 

5’-GATGACGCCCTGGACGAAT-3’ 
5’-CCTGGGCGCACTGATTG-3’ 

 
Csal0935 glk glk 2.7.1.2 

5’-CGGACAGCGAAGGATAATGC-3’ 
5’-GGGCGTTCGACCTTCATG-3’ 

 
Csal1534 pfkA pfp 2.7.1.90 

5’-GGTCTTGGGAACGTGAATCG-3’ 
5’-TCGCAGCTCTCGGAAAAGAT-3’ 

 
Csal1841 pfkB2 Csal1841 - 

5’-CACGCCGAAAACGCCA-3’ 
5’-TCGCTGAAGCCGTGATTG-3’ 

 
Csal2646 fruA pts EIIB/C 2.7.1.69 

5’-TCAAGGAGAAGGGCGTTTACA-3’ 
5’-CGACAATGCGATGCACAAC-3’ 

 
Csal2647 fruK 1-pfk 2.7.1.56 

5’-CGCCAATTGACCATGCAG-3’ 
5’-TACCGTGTGTGCCGGTGA-3’ 

 
Csal2648 fruB pts 

EI/HPr/IIA 2.7.1.69 
5’-TCGACCTATCTCGGCAATGG-3’ 
5’-AACTGCAACACCCGTACGC-3’ 

 
Csal2741 zwf zwf 1.1.1.49 

5’-TCACGGCGGACGAACAA-3’ 
5’-GATGCCTACGAGCGTCTGTTG-3’ 

Cebadores usados 
en los clonajes 

Csal0639 
5’- GGTGGTGGTACCATGAGCGCAGACCTGCCTC-3’ 
5’-GGTGGTAAGCTTTCATCGGGCACCTCCGTGG-3’ 

Csal0931 
5’-GGTGGTCTGCAGATGACCCCGCTCATTGCCTTCGG-3’ 
5’-GGTGGTAAGCTTTCAGGTCATGGCGTCGAGATCGTC-3’ 

Csal2647 
5’-GGTGGTCTGCAGATGGCGCGCGTGCTGACATTGAC-3’ 
5’-GGTGGTAAGCTTTCATAGGGTCTCCCTCGCGCCG-3’ 

 

1Los nombres y números E.C. según la función a la que aparecen asociados en la base de datos 
KEGG Orthology (KO) 

2Asignación provisional por anotación automática (según JGI y KEGG) 

NA: No aplicable 
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Figura II.S1. Árbol filogenético elaborado para Csal0639 y varios genes ortólogos de distintas especies de proteobacterias y de Mycobacterium tuberculosis. 
Los genes ortólogos se seleccionaron en base a la homología de sus secuencias de aminoácidos con la secuencia de Csal0639 (usando la base de datos 
KEGG, http://www.kegg.jp). Del grupo inicial de genes seleccionado se descartaron las secuencias pertenecientes a especies de arqueas. Por último, solo se 
tuvieron en cuenta para este estudio las secuencias correspondientes a proteínas de las que había sido descrita y registrada su estructura tridimensional y de 
cuya actividad enzimática se disponían datos experimentales en la bibliografía. Las actividades atribuidas a estas secuencias son: EC 2.7.1.4, fructoquinasa; EC 
2.7.1.15, riboquinasa; EC 2.7.1.20, adenosina quinasa; EC 2.7.1.45, 2-deshidro-3-desoxigluconoquinasa. También se hallaron varios ortólogos de Csal0639 a 
los que se había asignado de forma automática actividad deshidrogluconoquinasa (EC 2.7.1.13) y 5-deshidro-2-desoxigluconoquinasa (EC 2.7.1.92), pero no 
se incluyeron en este debido a la carencia de pruebas experimentales de dichas actividades. La matriz de distancia se generó usando la aplicación Phylip 
en  http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::protdist, y la representación del árbol se hizo en http://itol.embl.de/.  

EC 2.7.1.45 Oceanicola granulosus ATCC BAA-861
Csal0639
EC 2.7.1.4 Salmonella typhimurium LT2
EC 2.7.1.4 Xylella fastidiosa Temecula1
EC 2.7.1.15 Escherichia coli K12
EC 2.7.1.15 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 700721
EC 2.7.1.4 Ruegeria sp. TM1040
EC 2.7.1.4 Rhizobium meliloti 1021
EC 2.7.1.20 Mycobacterium tuberculosis ATCC 25618

 

http://www.kegg.jp/
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py%23forms::protdist
http://itol.embl.de/


Anexo II 
 

 

 

 

 

 

 

Figura II.S2. Actividad fosfoglucoisomerasa. Los ensayos de actividad se realizaron con 
extractos libres de células crecidos en medio mínimo M63 con NaCl 0,75 M y fructosa 20 mM 
como única fuente de carbono. Los extractos se recolectaron durante la fase exponencial de 
crecimiento, y se les retiraron las impurezas no proteicas. A los extractos se añadió fructose-6-
fosfato como reactivo disparador de la reacción además del tampón adecuado y el resto de 
sustratos y reactivos necesarios (ver sección de Materiales y métodos para más información). 
Los espectros aparecen organizados en una serie temporal. De abajo a arriba: inmediatamente 
después de la adición del sustrato, y tras 30, 60 y 90 minutos de incubación. La identidad de las 
señales se designa con letras según sigue: a, glucosa-6-fosfato; b, fructosa-6-fosfato y c, fosfato. 
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Figura II.S3. Actividad 6-fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato. Las condiciones de 
cultivo y procedimiento para obtención del extracto fueron los mismos que en el caso anterior. 
A los extractos se añadió fructose-6-fosfato y pirofosfato como reactivos disparadores de la 
reacción además del tampón adecuado y el resto de sustratos y reactivos necesarios (ver sección 
de Materiales y métodos para más información). A, zona típica de aparición de las señales de 
fosfatos y ésteres de fosfato en espectros de 31P-NMR. B, detalle de la zona de aparición de los 
fosfatos de hexosas. Los espectros aparecen organizados en una serie temporal. De abajo a 
arriba: inmediatamente después de la adición del sustrato, y tras 20 y 40 minutos de incubación. 
La identidad de las señales se designa con letras según sigue: a, fosfato; b, pirofosfato; c, 
fructosa-6-fosfato; d, fructosa-1,6-bisfosfato; e, glucosa-6-fosfato.
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