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Resumen.
Las bacterias continuamente se enfrentan a
condiciones adversas en el medio ambiente, que
representan un factor de estrés y que restringen su
supervivencia. Entre esos factores se encuentran: la
limitacion de agua, las fluctuaciones en la
temperatura, los valores extremos de pH, elevadas
concentraciones de sales, la exposicion a radiacion
ultravioleta, etc. La presente revision se centra en
examinar las estrategias utilizadas por bacterias
pertenecientes a diferentes géneros para enfrentar
el estrés causado por bajas temperaturas y por ciclos
repetidos de congelacion-descongelacion;
condiciones que ocurren con frecuencia en algunos
ambientes. Los estudios de tolerancia bacteriana a
congelacién-descongelacion aln son escasos, pero
podrian ser de gran relevancia para el incremento de
la supervivencia de bacterias promotoras del
crecimiento de plantas bajo condiciones extremas de
frio.
Palabras Clave: Bacterias,  congelacion-
descongelacion, estrés por frio, cristales de hielo,

crioprotectores.

Introduccion.

El estrés por congelacion-descongelacion produce
diferentes efectos sobre la célula. Por ejemplo, la
fluidez de la membrana se altera y se detienen los
procesos de transporte a través de ésta (1). Bajo
condiciones de estrés por frio se produce la
inactivacion de enzimas y transportadores asociados
a la membrana (2), asi como también ocurre una

disminucion en la fluidez de la membrana y la
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filtracion de compuestos en tales condiciones (3). El
dafio en la membrana es considerado uno de los
efectos mas serios causados por frio, debido a que
ésta es la primera barrera que separa y a la vez
comunica a la célula con su ambiente (2).

Otro efecto que se puede presentar en la célula
durante la congelacion esta relacionado con un
aumento en la viscosidad del citoplasma debido al
incremento de la concentracion de sales, lo que
altera el intercambio metabdlico (1). Ademas, se ha
reportado que cuando una célula es expuesta a
disminuciones abruptas de la temperatura, se puede
presentar una desestabilizacion en las estructuras
secundarias del ADN y el ARN (2) y se pueden
debilitar los enlaces hidrofébicos existentes en las
proteinas. La disminucién repentina de la
temperatura también provoca la inactivacion de
enzimas alostéricas y ribosomas (1).

En condiciones de baja temperatura, las bacterias
pueden tener un crecimiento aletargado y algunas
estructuras celulares pueden estar alteradas (3).
Durante la congelacion se produce una reduccion
significativa en la actividad metabodlica de las
bacterias, hasta que ésta se hace casi imperceptible,
aunque suficiente para mantener vivo al
microorganismo (1). Esto puede conducir a la
muerte celular, o a un estado de inanicion del
metabolismo también denominado estado viable no
cultivable, donde la expresion génica es virtualmente
no detectable (3).

enfriamiento es elevada se forman cristales de hielo

Cuando la velocidad de

en el exterior celular (1), disminuye la actividad de

agua, se concentran algunos solutos vy
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consecuentemente ocurre la deshidratacion celular,

produciéndose dafios en la membrana y la
desnaturalizacion de proteinas (4).

Los eventos de congelacion-descongelacion también
pueden afectar tanto a la estructura como a la
funcion de las poblaciones microbianas en el suelo
(5). Aparentemente, la viabilidad de las bacterias en
el suelo no es disminuida por el estado de inanicion
inducido por el frio, sino por el proceso de
congelacion-descongelacion (4). Ademas, en las
comunidades microbianas ocurre una disminucion
de la respiracion microbiana y del contenido de ADN

debido a los eventos de congelacién-descongelacion

(6).

Factores generales que influyen en Ila
supervivencia bacteriana a la congelacién-
descongelacion.

La supervivencia que una bacteria muestra bajo
estrés por congelacidn-descongelacion depende de
varios factores bidticos y abidticos (Fig. 1). Por
ejemplo, la pérdida de viabilidad es proporcional al
numero de ciclos de congelacién-descongelacion
que las células experimentan y el tiempo que las
células permanecen congeladas generalmente tiene
una menor influencia (7). La fase de crecimiento de
un microorganismo también influye en Ia
supervivencia, observando que ésta es mayor en
fase estacionaria con respecto a la fase exponencial
de crecimiento. Por ejemplo, Listeria
monocytogenes F2365 es mas sensible en la fase de
crecimiento exponencial a los eventos sucesivos de
(8). Esta

congelacion-descongelacion mayor
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sensibilidad en fase exponencial también ha sido
observada para otras bacterias cuando son
sometidas a liofilizacion, donde las bacterias son
congeladas antes de someterlas al vacio y pérdida
de agua (9,10). Ademas, se ha demostrado que
durante la fase estacionaria se presenta una mayor
acumulacion de solutos compatibles y proteinas de
estrés (11),

supervivencia en condiciones de estrés.

lo que llevaria a una mayor

de L.

monocytogenes, bajo condiciones de estrés por

La supervivencia de algunas cepas
congelacion-descongelacion, incrementa cuando las
células son crecidas en medio de cultivo gelificado
con respecto a las células que son crecidas en medio
liquido (8). Ademas, los cultivos sujetos a pasos de
centrifugacion y resuspension tuvieron una mayor
criotolerancia con respecto a los cultivos que no
fueron tratados. Otros factores que tienen influencia
sobre la supervivencia de bacterias a la congelacion-
descongelacion son el estado nutricional de las
células y la velocidad de enfriamiento empleada (7).
En la preservacion de microorganismos mediante
congelacién hay varios factores que podrian influir
en la eficacia de este proceso, como la especie, el
tipo de cepa, el tamafio y la forma de la célula, la
fase y la tasa de crecimiento, la composicion del
medio de cultivo para el crecimiento bacteriano, pH,
osmolaridad, aeracion, contenido de agua celular,
contenido y composicion de lipidos en la célula,
densidad a la que se lleva a cabo la congelacion,
composicion del medio usado para la congelacion,
velocidad de enfriamiento, temperatura y duracion

de almacenamiento, asi como las condiciones bajo
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las que se realiza la descongelacion (12). Tales
factores deben ser considerados para la
preservacion efectiva de microorganismos recién
aislados y caracterizados, que se desean resguardar

(10).

Mecanismos de supervivencia bacteriana en
condiciones de estrés por frio y congelacion-
descongelacion.

Para hacer frente a condiciones de estrés por frio y
congelacion-descongelacion las bacterias han
desarrollado diferentes estrategias que les permiten
sobrevivir en los diferentes ambientes. Entre estas
estrategias se encuentran la maodificacion de
estructuras celulares, la produccién de compuestos
que les permiten protegerse, la produccién de
moléculas estables a bajas temperaturas vy
modificaciones en el metabolismo (Fig. 1). Gran
parte de estas estrategias implican cambios a nivel

de expresidn génica.

Figura 1. Representacion esquematica de los efectos del
estrés por frio y congelacion-descongelacion en bacterias
(A) y principales estrategias de supervivencia bacteriana
bajo estas condiciones de estrés (B). Abreviaturas: IBPs,
proteinas de unidon a hielo; AFPs, proteinas

anticongelantes.
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Envoltura celular.

La envoltura celular es de vital importancia para la
supervivencia de las bacterias en condiciones de
estrés por frio y congelacién debido a que es la
estructura que tiene contacto con el ambiente y de
ella dependen muchos de los mecanismos de
transporte entre el interior y el exterior de la célula
(13). Es por ello que las modificaciones y el
mantenimiento de la integridad de esta estructura
son cruciales para que un microorganismo pueda
contender en condiciones adversas en su ambiente.
Para el caso de Lactobacillus delbrueckii subspecie
CFL1, las

congelacién muestran un contenido mas alto de

bulgaricus células resistentes a
acidos grasos ciclicos e insaturados, con lo cual se
presenta una reduccion en la temperatura de
transicion de fase lipidica en la membrana durante
la congelacidn. De esta manera, un valor bajo cero
en la fase de transicion lipidica permite el
mantenimiento de la membrana en un estado
relativamente fluido durante la congelacién, lo cual
facilita el flujo de agua de la célula (14).
Lactobacillus acidophilus muestra una mayor
resistencia a condiciones de congelacion vy
almacenamiento a -20 °C cuando se expone
previamente a un estado de inanicién de lactosa.
Esto es debido a que este estado de inanicion
produce un incremento en la sintesis de acidos
grasos insaturados, ciclicos y ramificados vy
consecuentemente una mayor fluidez de Ia

membrana (15).
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En Micobacterium smegmatis se ha sugerido que la
proteina Hlp (histona-like) desempefia una funcion
importante en la resistencia de esta bacteria a
condiciones de estrés por  congelacion-
descongelacion. La mutacién del gen que codifica
para esa proteina afecta a la supervivencia
bacteriana en condiciones de congelaciéon y de
exposicion a luz UV, aparentemente por cambios en
la composicion de la pared celular que perturban la

permeabilidad (16).

Crioprotectores.

Los compuestos que protegen a las bacterias en
condiciones de congelacion-descongelaciéon son
denominados crioprotectores, entre los cuales
destacan los azlcares, aminoacidos, polialcoholes y
los polimeros (17). Los mecanismos de esa
proteccion podrian ser muy variados en funcion del
tipo de molécula, por ejemplo la glicina y algunos
disacaridos, aparentemente protegen la integridad
de la membrana (12,18), no obstante el myo-inositol
y otros polialcoholes tienen una funcién reguladora
en la homeostasis celular por lo que son
denominados osmoprotectores (10). La proteccion
de algunos compuestos depende de su
internalizacion al citoplasma, por ejemplo, en la
mutante de L. acidophilus en el gen treB (Sistema
trehalosa-fosfotransferasa; que codifica para el
sistema de transporte de trehalosa) se ha
demostrado un efecto crioprotector reducido de la
trehalosa para las células en estrés por congelacion
(19). La mutacidn en el gen treC (trehalosa-6-fosfato

hidrolasa; que interviene en la degradacion
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intracelular de la trehalosa), también afecta a la
proteccion de este disacarido contra el estrés por
congelacion (19), lo que refuerza la idea de la
importancia de la presencia intracelular de la
trehalosa para la proteccion.

Otros autores sugieren que la participacion de
compuestos crioprotectores como la trehalosa, el
glicerol y el sorbitol favorecen el mantenimiento de
algunas actividades enzimaticas (20). Por ejemplo,
en Lactobacillus se ha observado que la actividad de
la enzima lactato deshidrogenasa se mantiene,
cuando se utilizan azlcares como protectores bajo
condiciones de liofilizacién, a pesar de la disminucion

en el pH que éstos producen (21).

Proteinas de union a hielo.

Muchos organismos, tales como peces, plantas,
hongos, artrépodos y bacterias se protegen de
condiciones de congelacién mediante la produccién
de proteinas de union a hielo (IBPs por sus siglas en
inglés), las cuales pueden ser clasificadas en varios
tipos: proteinas anticongelantes, proteinas de
estructuracion de hielo, proteinas de histéresis
térmica y proteinas de inhibicion de Ia
recristalizacion del hielo. Estas proteinas tienen la
capacidad de unirse a la superficie de los cristales de
hielo y evitan que las moléculas de agua se unan
para formar estructuras ordenadas. De esta manera,
el hielo que crece sobre la superficie del cristal entre
las IBPs, producira una alta curvatura que disminuye
la temperatura en la que los cristales de hielo crecen

(22).
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A partir de bacterias aisladas en la Antartida (a una
profundidad de 3519 metros) se ha detectado la
presencia de IBPs, las cuales son capaces de influir
sobre la estructura fisica del hielo, inhibiendo la
recristalizacion (23). Se ha encontrado que, en estas
bacterias, la expresion de los genes implicados en la
produccidon de tales proteinas es constitutiva. Las
proteinas extracelulares de estos aislados mejoraron
considerablemente la supervivencia de Escherichia
coli sometida a ciclos de congelacién-
descongelacion, por lo que se propone que estas
proteinas desempeian un papel muy importante en
la supervivencia de esos aislados en esas
condiciones ambientales (23). Algunas bacterias
aisladas en la Antartida tienen la capacidad de
producir AFPs (proteinas anticongelantes por sus
siglas en inglés). A partir de 866 aislados de lagos
de esa zona, se demostré actividad anticongelante
en 187, de los cuales, 19 mostraron ademas
inhibicidn de la recristalizacion de hielo (24). Se ha
propuesto que las proteinas anticongelantes (AFPs)
detienen la formacion de los cristales de hielo, sin
embrago se conoce poco acerca de su funcidn y
cinética de union a los cristales de hielo. Un estudio
ha demostrado que las AFPs se unen de manera
irreversible a la superficie del hielo, lo cual ha
contribuido a entender como estas proteinas acttan
en la interface hielo-agua (25). Interesantemente,
algunas AFPs aisladas de la bacteria antartica
Marinomonas primoryensis poseen un dominio
distribuido

uniformemente en la superficie de la célula (26).

adhesina, que se encuentra

Este hecho sugiere que las AFPs pueden tener la
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funcidn de unir el microorganismo a la superficie del
hielo. Se propone que esta interaccion célula-hielo
es una forma de proteger la bacteria del efecto
dafiino del hielo o podria funcionar como una
respuesta quimiotactica que la bacteria usa para
buscar la superficie de los lagos y asi tener un mejor
acceso al oxigeno (26).

Las AFPs pueden tener un efecto de crioproteccion
o crioesterilizacion sobre células de E. colj,
dependiendo de la concentracion de esta proteina
que es adicionada y de las condiciones usadas para
la congelacion. Las AFPs tienen un efecto de
crioesterilizacion a una concentraciéon de 100 pg/ml
cuando la suspensidon bacteriana es congelada y
descongelada a presion atmosférica; sin embargo,
cuando se utiliza una concentraciéon de 10 pg/ml y
condiciones de congelacidn-descongelacion a baja
presion se observa un efecto crioprotector (27).

Se ha propuesto que cierto tipo de proteinas
denominadas Proteinas de Nucleacién del Hielo
(INPs por sus siglas en inglés), pueden favorecer
que el agua se congele a temperaturas por debajo
de 0 oC (temperatura normal de congelacion).
Pseudomonas borealis produce una INP que posee
plegamientos para formar dimeros (B-hélice). Esta
dimerizacién contribuye a incrementar el area de
superficie activa de estas proteinas y de esta forma
los sitios de nucleacién de hielo se extienden como
un continuo a través de todo el dimero (28). Por otro
lado se ha observado que ciertas comunidades
bacterianas encontradas sobre las hojas de plantas
expuestas a condiciones invernales son resistentes a
bajas temperaturas

y ciclos repetitivos de
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congelacién-descongelacion, interesantemente
algunas de esas bacterias poseen actividad de
nucleacion e inhibicion de recristalizacion de hielo

(29).

Polisacaridos.

La produccidn de polisacaridos es importante para
potenciar la tolerancia de bacterias a condiciones
ambientales adversas que generan estrés. Se ha
reportado que una cepa aislada a partir del hielo del
mar Antartico, denominada Pseudoalteromonas sp.
SM20310,

composicion quimica compleja, que posee un efecto

produce un polisacarido con una
protector ante ciclos repetidos de congelacion-
descongelacion y altas concentraciones de salinidad
(30). Ademas, cuando este exopolisacarido es
adicionado de manera exdgena a £ coli la
supervivencia de esta bacteria se incrementa bajo
condiciones de congelacion-descongelacion.
Pseudoalteromonas arctica KOPRI 21653, una cepa
aislada a partir de sedimentos de la Antartida
también produce un exopolisacarido con capacidad
de crioproteccion, cuyos componentes principales
son galactosa y glucosa. Este exopolisacarido
incremento notablemente la supervivencia de £. colf
sometida a varios ciclos de congelacion-
descongelacion y se ha propuesto que podria
desempefiar una funcién muy importante en la
proteccion de otros microorganismos que viven en
condiciones extremas (31).

En varios casos la produccion de exopolisacaridos va
ligada a la formacion de biofilm (32). Por ejemplo,
Erwinia

billingiae 110 'y  Sphingobacterium
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kitahiroshimense Y2 que fueron aisladas de la
superficie de las hojas de plantas expuestas a bajas
temperaturas producen exopolisacaridos y biofilms,
bajo estas condiciones (29).

Metabolismo.

Algunos estudios han mostrado que en el proceso de
adaptacion de la célula bacteriana a condiciones de
estrés por frio o congelacion, se presentan cambios
en el metabolismo energético (33). Por ejemplo, en
Psychrobacter cryohalolentis K5 se ha observado un
aumento en las concentraciones de ADP y ATP
cuando disminuye la temperatura; lo cual puede
representar un mecanismo de compensacion
bioquimica que contribuye a la supervivencia bajo
estas condiciones de estrés (34). Psychrobacter
arcticus 273-4 es capaz crecer a -10 °C usando un
metabolismo lento en lugar de un estado de
dormancia celular; lo cual le permite sobrevivir en
ambientes congelados (35).

Los microorganismos del suelo de un bosque boreal
mantienen tanto la produccidon de CO2 (catabolismo)
como la sintesis de biomasa (anabolismo) bajo
condiciones de congelacién (36). La utilizacion de
sustratos fue adecuada en estas condiciones, sin
embargo, se observd una mayor fluidez en la
membrana y un incremento en la produccién de
glicerol.

Algunas estrategias usadas por P. arcticus 273-4
para sobrevivir en condiciones de estrés por frio son
la sintesis de proteinas especializadas contra el
estrés y el uso de acetato como fuente de energia.
En una porcion significativa del proteoma de esta
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bacteria hay un uso reducido de aminoacidos como

la prolina y la arginina, lo que conduce a un aumento
en la flexibiidad de las proteinas a bajas
temperaturas; este uso diferencial de aminoacidos
es mas comln en genes esenciales para el
crecimiento y la reproduccion de esta bacteria. Estos
factores permiten la adaptacion de esta bacteria a
las bajas temperaturas en suelo del permafrost en la
zona de Siberia (37).

Expresion de genes ligados al metabolismo
energético.

En cultivos de L. monocitogenes sometidos a estrés
por congelacién (-20 °C) se presentan elevados
niveles de expresion de la proteina Flp (ferritin-like),
esta proteina tiene una funcién en la regulacién de
varios procesos microbioldgicos y se sugiere que la
regulacion de la sintesis de esta proteina puede
ocurrir a nivel transcripcional, ya que se observa un
incremento considerable en la cantidad de ARNm 7p
bajo condiciones de estrés por congelacion (38). Por
otro lado, para P. arcticus 273-4 se ha observado
una disminucion en la expresion de genes
relacionados con el metabolismo energético y la
incorporacion de fuentes de carbono, asi como, un
aumento en la expresion de genes relacionados con
el mantenimiento de la membrana, la pared celular,
la sintesis de acidos nucleicos y el movimiento (35).
Bajo condiciones de temperatura de -6 °C, esta
bacteria no aumenta la expresion de chaperonas de
ARN o proteinas, sin embargo, se presenta un
aumento en la expresion de una helicasa de ARN,

denominada CsdA, por lo que se propone que esta
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proteina de shock por frio es muy importante para la
criotolerancia (35).

En condiciones de inanicion de lactosa, L.
acidophilus responde con un aumento en la
expresion de proteinas involucradas en el
metabolismo de carbohidratos y metabolismo
energético, asi como homeostasis de pH. Esto
permite que las células estén mas preparadas para
resistir a los estreses adicionales que se presentan
durante el estrés por frio (15).

En algunos andlisis metagendmicos de comunidades
microbianas de zonas polares, se ha detectado la
presencia de genes que codifican proteinas que
responden a esas condiciones de estrés ambiental,
tales como enzimas para la sintesis de
exopolisacaridos, proteinas de shock por frio o
enzimas que permiten modificaciones de membrana
(39). La presencia de estos genes sugiere una
seleccion ambiental activa que permite su expresion
abundante y adaptacion de las células bacterianas a

la congelacion.

Supervivencia de bacterias rizosféricas bajo
condiciones de congelacion.

Las bacterias rizosféricas son aquellas que se
desarrollan en la rizdsfera de las plantas y muchas
de ellas tienen propiedades benéficas (17,40); entre
las que destacan la promocion de crecimiento
suelos

vegetal y la biorremediacién de

contaminados. El efecto de la congelacion-
descongelacion sobre bacterias aisladas de rizésfera
también se ha analizado en algunos trabajos. Por

ejemplo, Pseudomonas paucimobilis, una bacteria
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aislada de la rizésfera de Bouteloua gracilis H.B.K.,
tolera sin problema una temperatura de -9 °C en
cualquier etapa de crecimiento. Sin embargo un solo
ciclo severo de congelacion-descongelacién (-27 °C
a 23 °C) provoca una mortalidad del 40-60% para
esta bacteria (41).
La rizobacteria Pseudomonas putida GR12-2

promotora del crecimiento vegetal se aisld
originalmente de la rizésfera de plantas que crecen
en el Alto Artico Canadiense. Esta bacteria fue capaz
de crecer y promover la elongacion de la raiz de
canola tanto en primavera como de invierno a 5 °C,
una temperatura a la que solo un numero
relativamente pequefio de bacterias pueden
proliferar y funcionar (42). Ademas, la bacteria
sobrevivid a la exposicion a temperaturas de
congelacion (-20 y -50 °C). En un esfuerzo por
determinar la base mecdnica de este
comportamiento, se descubri6 que tras el
crecimiento a 5 °C, P. putida GR12-2 sintetizd y
secretd al medio de crecimiento algunas proteinas
con actividad anticongelante.

Aunque se han realizado varios estudios para
conocer como los microorganismos de regiones
polares sobreviven a temperaturas bajo cero, las
comunidades microbianas de suelos que pasan el
invierno en areas expuestas a heladas y frio causado
por vientos de deshielos han sido poco estudiados y
mas aun lo que ocurre en zonas agricolas. No
obstante, con el uso de un criociclador, que permite
someter a los suelos a ciclos alternados de
congelacidn-descongelacion de forma automatica,

se ha observado que algunas bacterias como
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Pseudomonas chlororaphis, disminuyen su viabilidad
después de 48 ciclos de congelacion-descongelacion
(4). El criociclador permite seleccionar bacterias con
una tolerancia a congelacion-descongelacion de mas
de mil veces lo que soporta en el consorcio original
presente en el suelo. Por ejemplo, Chryseobacterium
sp. C14 inhibe la recristalizacion del hielo, una
propiedad caracteristica de las proteinas
anticongelantes que impide el crecimiento de
cristales de hielo grandes y potencialmente dafinos
a temperaturas cercanas a la temperatura de fusion
(43). E

investigaciones futuras sobre las adaptaciones

desarrollo del criociclador permitira
bioquimicas y de la comunidad del suelo a los rigores

del medio ambiente por congelacidn.

Perspectivas.

Las bacterias rizosféricas presentes en plantas que
se desarrollan en condiciones extremas de frio son
de vital importancia para su buen funcionamiento,
ésta es una de las razones por lo que se han iniciado
estudios de su diversidad (44). Conocer las
funciones que éstas desempefan durante la
interaccion bajo esas condiciones es un reto
interesante para resolverse a mediano plazo.
Adicionalmente el incremento del conocimiento de
bacterias promotoras del crecimiento de plantas en
condiciones de bajas temperaturas sera
transcendental para potenciar la produccion de
plantas bajo estas condiciones (42). Sin embargo,
los estudios de tolerancia bacteriana a congelacion-
descongelacion aln son escasos. El conocimiento de

los factores que intervienen en la supervivencia de

Alianzas y Tendencias - BUAP, Vol. 3, No. 10
bacterias en condiciones de estrés por frio y
congelacion-descongelacion, asi como las
estrategias utilizadas por los microorganismos para
hacer frente a esas condiciones, nos permite
entender la funcidén que tienen ciertas moléculas y
como las modificaciones celulares han permitido el
establecimiento y el crecimiento exitoso de las
bacterias que viven en ambientes extremos. Cabe
sefialar que la mayoria de los trabajos se han
enfocado en la blsqueda de estrategias de
resistencia a congelacion en bacterias de zonas con
temperaturas extremas y poco se conoce acerca de
estos mecanismos en bacterias que viven en zonas
templadas o calidas, donde estos mecanismos
también podrian estar presentes debido a que en
etapas antiguas de la Tierra han estado sometidas a
fluctuaciones ambientales (45—47). El entendimiento
de estos procesos también podra contribuir al
desarrollo  futuro de nuevos métodos de
criopreservacion bacteriana y a la mejora de la
supervivencia de microorganismos benéficos que
podrian ser inoculados en semillas de plantas para
su desarrollo en zonas expuestas a disminuciones

drasticas de temperatura.
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