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RESUMEN

La bacteriorrodopsina (bR) es una proteina que, al ser estimulada por la luz, funciona como una bomba de protones
interviniendo en la sintesis de ATP mediante un proceso de fotofosforilacion que convierte la energia luminica en
quimica (fotosintesis). La bR codificada por el gen bop, es el constituyente de la membrana celular de las haloarqueas
extremas, llega a ocupar hasta el 50% de ésta cuando hay concentraciones bajas de O,, demostrando la gran adaptacion
de estos microorganismos a condiciones anaerébicas. Desde que fue propuesta la funcién fotorreceptora de la bR,
numerosos estudios se han realizado con el fin de elucidar su secuencia aminoacidica, su conformacion estructural,
sus propiedades fisicoquimicas, las caracteristicas de su expresiéon y regulacién génica. Las excelentes propiedades
fotoquimicas y termodindmicas de la bR la hacen una molécula peculiar y candidata para aplicaciones biotecnolégicas
en biocomputacién como memorias 6pticas, sistemas fotoeléctricos y en biomateriales, siendo de gran interés
comercial las fuentes de aislamiento y produccién. En esta revisién, se describe la génesis, funcion, expresion génica
y aplicacién biotecnolégica de la bacteriorrodopsina.

Palabras clave: Bacteriorrodopsina, arqueas haldfilas extremas, bomba de protones, gen bop.

SUMMARY

The bacteriorhodopsin (bR) is a protein which plays a role as a proton pump when is stimulated by light. The bR is
involved in ATP’s synthesis through a process of transduction, turning light energy into chemical energy
(photosynthesis). The bR codified by bop gene and located in the cell envelope, covers up to 50 % of the extreme
haloarchaeas when the environment is anaerobic. This feature shows a maximum degree of adjustment to anaerobic
conditions of halophilic microorganism. Since the bR function as photoreceptor was proposed, several studies have
been done in order to elucidate its amino acid sequence, structural conformation, physicochemical properties and
expression and gene regulation characteristics. The excellent bR’s photochemical and thermodynamic properties
make it a peculiar molecule and a candidate to biotechnological applications in biocomputation for example in
optical memories, in photoelectric systems and in biomaterials. For that reason, bR’s sources of isolation and
production have received a great commercial interest. In this review, the bR genesis, main function, gene expression
and biotechnological application of the bacteriorhodopsin is described.

Key words: Bacteriorhodopsin, extremely halophilic archaea, proton pump, bop gene.

concentraciones de oxigeno. Estos microorganis-
mos son denominados extremofilos y poseen ade-
mas gran diversidad metabdlica que incluye

INTRODUCCION

Los ambientes extremos como fuentes termales

«gaysers», chimeneas volcanicas, solfataras (fuen-
tes naturales de azufre hirviente), glaciares, aguas
submarinas de elevadas presiones, fuentes
geotérmicas de hierro candente, lagos y suelos
hipersalinos son ambientes estresantes donde cre-
cen microorganismos adaptados a condiciones
extremas de temperatura, pH, salinidad y bajas
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fotétrofos oxigénicos y anoxigénicos, heterétrofos
aerobios, fermentadores, denitrificadores, sulfatos
reductores y metanégenos. Las haloarqueas son un
grupo de extremoéfilos, denominados haléfilos por
su peculiar adaptacién a medios hipersalinos, son
muy estudiados y han recibido gran atencién en
los dltimos afios debido al gran potencial
biotecnolégico de sus metabolitos secundarios,
enzimas y moléculas fascinantes como la
bacteriorrodopsina (bR) (1, 2).

En 1977 los organismos vivientes fueron clasifica-
dos en tres grandes dominios: Eucaria, Eubacteria
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y Archaea, esta clasificacion ests basada en el ana-
lisis de las secuencias de los genes ribosémicos 16S
y de otras moléculas indispensables para la super-
vivencia consideradas cronémetros evolutivos,
siendo Carl Woese el pionero en estos estudios (1,
2). Los microorganismos del dominio Archaea pre-
dominan en los ambientes extremos, asi las
haloarqueas dominan los ambientes hipersalinos
naturales o de origen antropogénico (1, 2, 3).

El dominio Archaea se divide en tres reinos:
Euriarqueota, Crenarqueota y Koriarqueota. Las
haloarqueas pertenecen al reino Euriarqueota ya
la familia Halobacteriaceae. En la actualidad, exis-
ten 18 géneros reconocidos: Haloarcula,
Halobacterium, Halobaculum, Halobiforma,
Halococcus,  Haloferax, Halogeometricum,
Halomicrobium, Halorhabdus, Halorubrum,
Halosimplex, Haloterrigena, Natrialba, Natrinema,
Natronobacterium, Natronococcus, Natronomonas
y Natronorubrum, la mayoria son aerobios estric-
tos o anaerobios facultativos (3).

Las haloarqueas son microorganismos que crecen
Optimamente entre 3,4-5,1 M (20 -30%) de NaCl.
. Estos acumulan KCI en concentraciones molares
como un mecanismo osmoadaptativo para contra-
rrestar la elevada salinidad del medio y evitar la
plasmolisis (4, 5). Frente a estas condiciones
estresantes las haloarqueas han adaptado también
su proteosoma para mantener una correcta confor-
macién estructural, evitando la desnaturalizacion,
agregacion y precipitacién de las proteinas. Gene-
ralmente los aminoacidos de las proteinas de mem-
brana son de naturaleza electronegativa facilitan-
do una correcta solvatacién con su medio expli-
candose asi la estabilidad de membrana en medios
hipersalinos (6).

Halobacterium salinarum es una de las
haloarqueas mas representativas y mejor estudia-
das, es quimioorganotrofo y fotétrofo facultativo,
presenta una maquinaria metabélica que le permi-
te producir ATP mediante fosforilacién oxidativa
y fosforilacién a nivel de sustrato. Considerando
el paradigma de la estructura mitocondrial podria
esperarse una agrupacién de proteinas (complejos
proteicos) parecida a la cadena transportadora de
electrones conectadas por transportadores mévi-
les (ubiquinonas) en la membrana celular, pero en
contraposicién, los complejos proteicos de H.
salinarum pueden estar fusionados formando
supercomplejos y presentar composiciones
inusuales como una forma de adaptaci6n al medio
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hipersalino, ademas muestra diferencias
metabélicas como por ejemplo cuando la arginina
es convertida a glutamato via arginina desaminasa
y luego entra al ciclo del acido citrico (7, 8, 9).

Algunas haloarqueas han desarrollado un meca-
nismo fotosintético que les permite enfrentar las
bajas concentraciones de oxigeno que son capaces
de retener estos ambientes hipersalinos, que tiene
por consecuencia la dréastica disminucién de la
fosforilacién oxidativa y produccién de ATP, por
lo tanto este mecanismo fotosintético evita la muer-
te celular por falta de energia (10). Este mecanismo
fotosintético produce ATP de una forma similar al
realizado en la cadena transportadora, pero a dife-
rencia de ésta los protones expulsados no provie-
nen de los complejos proteicos sino de una bomba
de protones fotoexitable. En este mecanismo
adaptativo participa la bacteriorrodopsina (bR),
una de las primeras proteinas estudiadas por mé-
todos de alta especificidad y sensibilidad como:
Infrarrojo, Raman y Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) en estado sélido. En
base a los estudios de la bR se han disefiado y ela-
borado instrumentos sofisticados para detectar
cambios conformacionales de las proteinas en tiem-
po real a longitudes de onda visible con resolucio-
nes que alcanzan los femtosegundos (billonésima
parte de un milisegundo). La bR ha recibido la de-
nominacion de «Molécula Modelo» debido a las
mas de 5 000 publicaciones descritas durante mas
de 30 afios de investigacion, las que han facilitado
la comprensién del mecanismo de transporte de
esta proteina integral de membrana (11).

ESTRUCTURA

En un inicio, la bR fue conocida como el constitu-
yente mayoritario del lisado de la membrana celu-
lar de Halobacterium salinarum, a esta fraccién de
color purpura se le denominé membrana purpura
(MP); estudios posteriores utilizando microscopia
electrénica evidenciaron un arreglo organizado,
casi geométrico, que le conferia peculiares caracte-
risticas (12, 13).

Estudios por medio de Cristalografia Electrénica
de Alta Resolucién y Difraccién de Rayos X mos-
traron la formacién de entramados hexagonales
bidimensionales cristalinos que abarcaban casi
toda la superficie de la membrana celular, estos
datos facilitaron posteriores anilisis de su estruc-
tura (14). Un mapa de la densidad electrénica dis-
persa a baja resolucién (LR-MESD, Low Resolution
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Map Electrén Scattered Density) de la MP reveld
agrupaciones de siete picos perpendiculares a la
superficie de la membrana (15), que correspondian
a siete hélices transmembrana, esta estructura per-
mitié deducir la naturaleza proteica del principal
componente de la MP. Esta proteina presenta en su
interior una molécula de retinal responsable de su
funcién como bomba de protones, similar a la
rodopsina de los mamiferos (16). Por estas caracte-
risticas se le denominé bacteriorrodopsina, en re-

ferencia a su origen bacteriano (hasta entonces no
se hablaba del dominio Archaea).

La bR pudo ser separada de los constituyentes
lipidicos de la membrana mediante técnicas de
permeabilidad en gel y HPLC en fase reversa. La
secuenciacion de la proteina se basé en la combi-
nacién de métodos automatizados de Degradacién
de Edman y Espectrometria de Masas (17). La se-
cuencia aminoacidica permitié conocer mejor la es-
tructura de la bR y elaborar modelos
tridimensionales sofisticados.

La bR es una proteina de 26 kDa, formada por 248
aminoacidos que forman una cadena polipeptidica
con siete a-hélices transmembrana denominadas:
A,B,C,D,E FyG (Fig. 1). La fraccion proteica se
conoce como bacterio-opsina (bO), cuando ésta se
enlaza a una molécula de retinal recibe el nombre
de bacterio-rodopsina (bR). Los estudios de com-
paracion de la secuencia de aminoacidos de la bR
con sus homélogos funcionales, analisis de
mutantes y estudios de digestién proteolitica de-
mostraron que los aminoacidos que interconectan
las hélices son cortos y que los extremos amino (N)
y carboxilo (C) estan dirigidos hacia el espacio
extracelular e intracelular respectivamente (19, 20,
21, 22). A diferencia de otras proteinas
transmembrana la bR se inserta totalmente en la
porcion hidréfoba de la membrana tanto asi que
sus lazos sobresalen escasamente hacia la superfi-
cie (23). Las siete a-hélices forman un poro por
el cual se desplaza el protén en cuyo centro una
molécula de retinal aldimina se enlaza al grupo
g-amino de Lys-216 de la hélice G formando una
base de Schiff (24, 25), es aqui donde se realiza el
fenémeno fotoquimico.

La regién extracelular posee residuos cargados
como Asp-212, Arg-82, Glu-204, Glu-194 y polares
como Tyr-57, Tyr-185, todos ellos cumplen roles
especificos siendo Asp-85, el primer aceptor del
protén expulsado (26). La superficie intracelular
en cambio tiene residuos hidrofébicos a excepcion
de Asp-96 que toma un protén del citoplasma para
luego cederlo al retinal desprotonado.

Bacteriorrodopsina: Una Molécula Peculiar
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Figura 1. Esquema estructural de la
bacteriorrodopsina. A, Estructura secunda-
ria (18); B, Modelo en cintas (33). Las letras indi-
can los 248 aminodcidos que forman las siete a-
hélice y en un circulo se presenta a Lys-216 donde
enlaza el retinal. Las flechas y niimeros en la Fig.

B indican la trayectoria del protén desde el espa-
cio extracelular al intracelular y el orden del
fotociclo respectivamente.

La MP esta constituida por un conjunto de bR y
lipidos, la bR se agrupa en trimeros conformando
un entramado hexagonal; por cada molécula de bR
hay de seis a siete fosfolipidos, de dos a tres
sulfoglicolipidos y un escualeno; los
sulfoglicolipidos y el escualeno son lipidos
sulfonados y se encuentra exclusivamente en la MP
de las haloarqueas. Estos lipidos rodean y se inter-
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ponen en las cavidades de cada trimero de bR for-
mando un complejo lipoproteico que estabiliza y
favorece el perfecto ensamblado y conformacién
hexagonal de los trimeros en toda la membrana;
las interacciones hélice-hélice, lazo-hélices, lazo-
lazo, intertrimeros e interacciones especificas con
los lipidos determinan la estabilidad. El ensam-
blado de la bR desde el citoplasma a 1a MP se rea-
liza de preferencia perimétricamente, en la fase tem-
prana de induccién las agrupaciones de MP pue-
den alcanzar diametros de 0,5 um conteniendo 6
000 trimeros o 18 000 mondmeros, en fases tardias
los parches de MP se fusionan y ocupan hasta el
50% de la superficie celular (27, 28).

FOTOCICLO Y MECANISMO DE CATALISIS
VECTORIAL

La unién de una molécula de retinal al residuo Lys-
216 de bR (24, 25) permite que la bR funcione como
bomba de protones. Desde que se postulé que la bR
funciona como un fotorreceptor (29), numerosos
estudios fueron dirigidos a elucidar los mecanis-
mos por los cuales un simple fot6n de luz excita a
labRy le hace expulsar un protén para generar un
gradiente que luego es aprovechado en la sintesis
de ATP por medio de una ATPasa. Las mediciones
en tiempo real, de los cambios de absorcién del
croméforo retinal de la bR después de ser excitado
por un pulso laser la sefialaban como responsable
de la fotorrecepcién; asimismo, la bR presentaba
cambios de conformacién consecutivos y especifi-
cos para cada longitud de onda del espectro visi-
ble (30).

Cuando el C15 del retinal se une al grupo g-amino
de Lys 216 forman una base de Schiff, este tiene
absorciones caracteristicas, el cambio confor-
macional de (13-cis) — (13-trans) —, (13-cis) por
accién de un fotén de luz le hace expulsar un pro-
ton, a estos cambios se les denomina fotociclo y
han sido descritos en diferentes publicaciones (26,
31, 32, 33, 34). El modelo original del fotociclo des-
crito por Lozier y col. (35) es el mas aceptado y es el
siguiente:

BR+-K-L->-M-N->0-BR

- Cada letra representa un estado conformacional
diferente con su absorcién caracteristica. El niicleo
proteico donde se aloja el retinal es un «bolsillo
perfecto», ya que los residuos aromaticos (36) y los
lipidos que constituyen la MP (37, 38), asi como
las moléculas de agua especificas que funcionan
como grupos polares méviles y el transporte de los
protones de un residuo a otro (39) estabilizan los
estados intermediarios y son claves para el
fotociclo.
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Figura 2. Esquema del fotociclo de la
bacteriorrodopsina. A, Se indican los estados
de absorcién de kv en nm como subindices asi
como el lapso entre ciclos. B, Cambios
conformacionales del retinal en cada interme-
dio del fotociclo (31).

La molécula de retinal es considerada un pigmen-
to, posee enlaces n conjugados, por esto se explica
la coloracién purpura de las bR, ya que en su esta-
do relajado antes de iniciar el fotociclo absorbe hv
a 568 nm (31), esto corresponde al verde, y refleja
los demés colores que en conjunto hacen percibir
el color purpura (40). Las bases de Schiff usual-
mente absorben /v a 460 nm (azul) por lo que refle-
jan el color amarillo-naranja, pero las bR absorben
hv a 568 nm, este fenémeno es conocido como
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«opsin shift» y se explica por el desplazamiento
batocrémico que ejerce las interacciones de protei-
na ligada haciéndole absorber a mayor longitud
de onda (41).

De forma abreviada el fotociclo comprende (Fig. 2):

® Reaccién primaria. La fotoisomerizacién del
retinal todo trans a 13-cis. BR J600 — K590 es
un proceso estereoselectivo. Un foton de 568
nm (luz verde) impacta en el retinal en aproxi-
madamente 600 fseg, el retinal todo trans se
isomeriza a 13-cis pasa a un intermediario J600
para luego llegar a K590, todo esto ocurre en
menos de 10 pseg.

* Intermedio K590 _, L550 se realiza en aproxi-
madamente 2 useg, hay una interaccién entre
Asp-85 extracelular y el retinal mediada por
puentes de hidrogeno, también participan mo-
léculas de agua que refuerzan esa interaccién.

¢ Primera translocacién del protén. Intermedio
L550 — M412, el retinal cede su protén a Asp-
85 extracelular, el cual lo expulsa al final del
ciclo, sucede en aproximadamente 40 pseg.

* Cambio M412-Extracelular —, M412-
Intracelular, simplemente es un cambio de di-
reccién del ciclo, la bR presenta coloracién
amarilla.

* Segunda translocacién de protén. M412 —,
N560, el Asp-96 intracelular cede su protén al
retinal reprotonandolo y lo recupera en este
mismo intermedio, tiene una duracién de
aproximadamenle 5 mseg.

® Termoisomerizacion del retinal 13-cis a todo
trans. N560 — 0640, los Asp-85 y Asp-96 es-
tan protonados.

* 0640 — BR. La desprotonacién de Asp-85 com-
pleta el ciclo y 1a bR vuelve a su estado inicial.
Esto sucede en aproximadamente 5 mseg.

Es asi que la bR expulsa un protén, denominando-
se a este proceso catdlisis vectorial (Fig. 3). Si bien
es cierto que los intermedios del fotociclo estan de-
finidos, el trayecto individual del protén atin es
tema de investigacion.

En el ano 2002, la Unidén Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (UIBBM), en un
sistema analogo a la nomenclatura de las enzimas,

Bacteriorrodopsina: Una Molécula Peculiar
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Figura 3. Esquema del mecanismo de bombeo
de protones por la bR y sintesis de ATP. Luz
con A=568 nm incide en la bR e inicia la expulsion
de protones al medio extracelular, éstos regre-
san al citoplasma por medio de una ATPasa.

clasifica a todas las proteinas de transporte, sien-
do la bR considerada como 3.E.1 (transporte activo
primario - bombas dependientes de luz -
bacteriorrodopsina)

EXPRESION GENICA DE LA
BACTERIORRODOPSINA

Una vez identificada la bR en Halobacterium
salinarum como la Unica proteina constitutiva de
la MP no se hicieron esperar los estudios que
develaran los procesos de expresion y regulacién
génica en otras arqueas halofilas extremas, asi
como las sefiales ambientales que inducen la ex-
presion de la bacteriorrodopsina, esta molécula
motivé a los cientificos a plantearse una serie de
preguntas como: ;La deficiencia de nutrientes u O,
inducen la expresion génica?, ;Qué otras haléfilas
extremas poseen el gen?, ;La bR se relaciona
filogenéticamente con otras macromoléculas?, ;Es
su secuencia aminoacidica o funcién conservada?,
¢Es patrimonio absoluto de las haloarqueas?.

En 1981, se purificé parcialmente el ARNm de la
bR de Halobacterium salinarum, luego se sintetizo
ADN complementario con la transcriptasa inversa
y se secuencio el extremo 5°. Se obtuvo una secuen-
cia de 80 nucledtidos que permitié deducir que la
bR contiene un péptido senal de 13 aminoacidos
(42, 43).

En 1984, se descubrié que el gen bop es alterado
por secuencias de insercién (IS), que normalmente
afectan los genomas de bacterias y eucariotas (44,
45). Posteriormente se identificé un gen constituti-
vo denominado brp (bacterio-opsin related protein)
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que afecta la expresion del gen bop, este nuevo gen
presenta mucha similitud con el gen bop, codifica
una proteina de 359 aminoacidos, ademaés la pre-
diccion de su estructura secundaria indica la pre-
sencia de seis hélices hidrofébicas que facilmente
podrian anclarse en la membrana, su funcién en
ese entonces no estaba muy clara y se pensaba que
podria tener funcién reguladora (46).

En 1988, se identificé un segundo gen involucrado
en la expresién de bacterio-opsina (bO) se le deno-
miné bat (bacterio-opsin-activator-gene) (47),
al analizar las secuencias de mutantes Bop- que
presentaban alteraciones en las posiciones -2 000
a -3 000 pb del gen bop, se localizé un marco de
lectura abierta de 2 022 pb muy cerca del gen brp y
que se transcribe en direccion opuesta al gen bop.
El gen bat codifica una proteina de 647
aminoacidos de naturaleza hidrosoluble y con
aminodcidos acidos. Estudios de delecciones e
inserciones en secuencias de brp, bat y bop indi-
can que bat esta involucrado en la expresién de
brp'y bope-cuya.funcion seria estabilizar la trans-
cripcién de estos genes. Anteriormente, a brp se le
atribuia una funcion reguladora o mediadora en el
ensamblado de bR en la MP, pero el descubrimien-
to de la participacién de bat en la regulacién anu-
laron esa hipétesis. El grupo de genes bop, brp y
bat presentan una transcripcién compleja y por
ende, su regulacién también lo es (Fig. 4) (48), del
mismo modo, la sintesis de MP requiere de una
coordinacion precisa entre la expresién del gen bop
y la biosintesis de retinal (50, 51) participando la
luz y el oxigeno como factores ambientales (29).

En 1999, Baliga y DasSarma., realizaron estudios
sobre la superhelicidad de las regiones promotoras,
atribuyéndole una cualidad sine qua non para la
expresion del gen bop. Estudios posteriores de
mutagenesis de las secuencias pribnow (caja
TATA) y UAS (upstream activator sequence) demos-

induce
expresion

Bajos niveles activa

de O
2

estimula o
modula
induce

Luz expresién

Figura 4. Primer esquema de regulacién del
gen bop postulado por Shand y Betlach (49).
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traron que la modificacién de esta secuencia altera
la expresién del gen bop (52). Cabe sefialar que la
bR se expresa cuando el medio es altamente
hipoxico més no estrictamente anaerébico, ya que
labiosintesis de retinal requiere trazas de oxigeno
(7). Los genes bop y gupA (gas vesicles protein) de
H. salinarum (53) que se expresan en medios con
baja tensién de oxigeno y alta radiacién, son un
buen modelo para la realizacién de estudios de
regulacion de la expresién génica. Similares casos
se presentan en Klebsiella pneumonige vy
Rhodopseudomonas capsulata cuyos genes
sensores de O, denominados nifL (nitrogen fixing),
son inhibidos por altas concentraciones de O, e
inhibidores de la ADN girasa (54), enzima necesa-
ria para el superenrollamiento de las regiones
promotoras. Ademds se demostré que la
novobiocina, un inhibidor de la ADN girasa, dis-
minuye los niveles de ARNm del gen bop y por
ende de gupA, en consecuencia el efecto inhibito-
rio de la novobiocina se ejerce sobre las zonas
promotoras de los genes bat y brp. Al comparar las
secuencias de bat, brp y bop con nifL se observé
una gran similitud entre bat y nifL, postulandose
que el gen bat podria ser un sensor de oxigeno (55).

Las bacteriorruberinas son un grupo de cuatro a
seis isoprenoides hidroxilados de 50 carbonos que
le confieren el color rojo-anaranjado caracteristico
de Halobacterium sp. Las bacteriorruberinas estan
relacionadas con la biosintesis del retinal (caroteno
= dos moléculas de retinal) ademas, se propuso
una regulacion en conjunto con los genes que par-
ticipan en la sintesis de bR, para demostrar esta
hipdtesis se utilizaron cepas nativas y mutantes
de esta especie y se encontré que la exposicién a
luz intensa induce altas concentraciones de ARNm
de brp y mitiga el efecto inhibidot del O,; y una
baja tensién de O, estimula la sintesis de ARNm
de bat. Todos estos datos sugieren que bat codifica
una proteina que puede ser un activador o un in-
termediario en la expresion del gen bop a bajos ni-
veles de O, (56). Un nuevo gen fue identificado cer-
ca de bat, se le denominé gen blp (bacterio-opsin
linked product) éste es pequefio en comparacién a
los otros, se transcribe en la misma direccion que
bop y no se le atribuy6 funcién alguna (57). Los
genes involucrados en la sintesis de las proteinas
de las vacuolas de gas, retinal, y bacteriorruberinas
son regulados por una baja tensién de O, y altas
intensidades de luz. Estos genes y el gen bop pue-
den formar una familia multigénica denominada
modulén o estimulén, los cuales son activados por
parametros ambientales comunes (58).
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Figura 5. Regulén bR. A, Organizacion de los genes que participan en la sintesis de bR, las flechas indican la
direccién de la transcripcién, los genes en negro son regulados por bat. B, Los tres biomddulos de la sintesis

de carotenoides, bat regula transcripcionalmente los pa

punteadas indican control positivo o negativo de la enzi
(61).

La secuenciacién del genoma de Halobacterium sp.
(59) permitié entender muchas funciones
metabolicas, determinar la presencia de transpor-
tadores, sistemas de replicacion, transcripcion y
transduccién e identificar genes que codifican
enzimas unicas a partir de la comparacion de se-
cuencias homoélogas con otros organismos. Los
andlisis de secuencias llevaron por un lado a con-
fusiones, por ejemplo se encontraron genes que
codifican enzimas de rutas metabdlicas
inexistentes; y por el otro, permitié descubrir el gen
blh en Halobacterium sp. NRC-1 un pardlogo del
gen brp, y entender mejor su participacion en la
sintesis de retinal.

Por técnicas de knockout se demostré que el gen
blh es esencial para la sintesis de bR pero no de
bO, ademas al no haber retinal se incrementa el
B-caroteno. Los genes brp y blh no participan en la
regulacion del gen bop ya que su deleccién solo
afecta la sintesis de retinal, si se aftade retinal de
una fuente exdgena se restaura los niveles de bR.
Todos estos datos sugerian que los genes brp y blh
codifican proteinas que forman parte de una nue-
va ruta biosintética de retinal, unica en
haloarqueas. Se postula que pueden ser enzimas
claves en la sintesis y unién del retinal a bO, e in-
cluso enzimas multifuncionales (60). Ademas, se
encontrd que el gen crtB1 relacionado con la sinte-
sis de caroteno, también es regulado
transcripcionalmente por el gen bat.

Las herramientas bioinformaticas ayudaron a es-
clarecer la interrelacién del grupo de genes que

sos enzimaticos sefialados con flechas, las lineas
ma que cataliza el paso de licopeno a B-caroteno

participan en la sintesis y regulacién de bR ahora
denominados regulén bR (Fig. 5) (61). El analisis
de las secuencias UAS homélogas al gen bop y fac-
tores de transcripcién en los tres dominios estable-
cidos por Woese presentaron similitudes con las
secuencias de aminoacidos de proteinas de origen
vegetal, atribuyéndole un origen ancestral comun,
ademads se han encontrado homédlogos de la bR en
hongos y en una y-proteobacteria (62). Para definir
la funcién de los genes del regulén bR se hizo un
analisis de las UAS de Halobacterium sp. y se en-
contré que el gen crtB1 es un homélogo de fitoeno
sintetasa clave en la sintesis de carotenoides, el
gen brp cataliza el paso final del clivaje oxidativo
de B-carotenos y que el gen blp presenta similitud
a una proteina asociada a la biosintesis de
bacterioclorofilas/ porfirinas y carotenoides. Usan-
do el algoritmo PFAM se identificé en las secuen-
cias del gen bat dominios aminoacidicos GAF rela-
cionados con sensores de luz, PAC/PAS sensores
redox y ligandos HTM DNA. Los dominios GAF se
encuentran en bacterias y eucariotas, son conser-
vados en fitocromos y fosfodiesterasas GMPc es-
pecificos. Al estar GAF y PAC/PAS asociados con
ligandos HTM DNA, clasifican a Bat como protei-
na transductora citoplasmatica sensible a cambios
de luz y potencial redox. Secuencias UAS pareci-
das a los del gen bop muestran gran similitud con
el gen pds de tomate el cual esta asociado a genes
que participan en la sintesis de carotenoides fren-
te al estrés oxidativo (63). El estudio global de la
regulacién de los sistemas transductores de ener-
gia en haloarqueas por medio de herramienlas
bioinformaticas permite deducir la regulacién e
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interrelacion de varias rutas bioquimicas relacio-
nadas con el fototrofismo, la sintesis de
isoprenoides, carotenoides y ensamblaje de bR (61).

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

La excelente estabilidad termodinémica y fotoeléc-
trica de la bR 1a han hecho susceptible de aplica-
ciones tecnoldgicas que aprovechan sus propieda-
des fotoeléctricas, fotoquimicas y protoncinéticas
(64) entre las que se destacan:

* Lapropiedad fotocrémica y de conversién de
luz en energia puede explotarse para el disefio
de moduladores de luz y en monitores de alta
resolucion. A diferencia de los monitores con-
vencionales de 4 lineas/mm, los monitores con
bR ofrecen 100 lineas /mm necesarios por ejem-
plo en telecirugia (65).

* En microelectrénica se estd estudiando a la
bacteriorrodopsina como elemento matriz fun-
cional en una nueva tecnologia
microestructural no téxica para sustancias a
base de silicio o para circuitos integrados. Con
estos avances se esta llegando a la
biocomputacién y ala era de los computadores
organicos (Podra el biochip reemplazar a los
chips de silicio?

¢ La elaboracién de discos de almacenamiento
de datos de alta capacidad que permite alma-
cenar mas de 10 000 gigabytes, ademas éstos
son flexibles, reciclables y no téxicos.

¢ Laconstruccién de celdas fotovoltaicas. Al ser
iluminada la bR, ésta transporta carga eléctri-
ca en una direccién y produce energia
electrostatica. Este mecanismo tiene distintas
aplicaciones técnicas y potenciales en el cam-
po de la tecnologia fotovoltaica, se espera que
en unos 10 afios se puedan construir celdas
fotovoltaicas basadas en el centro activo de la
reaccion fotosintética, aunque los prototipos
iniciales se prevén mucho antes.

* Sistemas convertidores de energia luminosa en
quimica. En presencia del detergente
octiltioglucosido las bR forman esponténea-
mente vesiculas de 17,9 a 19,0 nm de diametro,
las cuales pueden ser utilizadas como conver-
tidores de energia luminosa en quimica, consi-
derando que la produccién de ATP es de gran
utilidad en procesos biotecnolégicos que de-
manden alta energia.

* Generacion de sefiales eléctricas en los conver-
tidores fotoeléctricos de imagenes, sensores de
movimiento y retinas artificiales.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En esta revisién se presenta los avances cientificos
de la bacteriorrodopsina, molécula muy peculiar,
que ha facilitado el disefio de diferentes técnicas
para el estudio de numerosas proteinas asi como
la elucidacidn de su estructura, regulacién, meca-
nismos de accién y su aplicacién biotecnolégica
potencial en la elaboracién de biochips, retinas ar-
tificiales, fotoceldas, etc.

La versatilidad de las propiedades fisicas y quimi-
cas de la bR favorecen sus multiples aplicaciones
en el campo de la biocomputacién y bioelectrénica,
siendo de gran interés comercial la obtencién de
bR de fuentes naturales para ofertarlo como mate-
ria prima a gran escala. El aislamiento y caracteri-
zacion de microorganismos haléfilos extremos pro-
ductores de bR de salares y salinas solares del Perti
permitirdn contar con recursos nativos con un in-
calculable valor industrial.
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