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AMBIENTES HIPERSALINOS

La sal comiin (NaCl), en elevadas concentraciones,
es corsiderada generalmente como un inhibidor del
crecimiento microbiano, por lo que ha sido
ampliamente utilizada como un aditivo para la
conservacidn de alimentos, curtide de pieles, et Sin
embargo, existe gran cantidad de microorganismos,
llamados haldtilos, que son capaces de vivir en
presercia de altas concentraciones de sal es dedr en
ambientes hipersalinos (1). Esto es posible porque a
lo largo de su evolucién, los microorganismos
haléfilos han desarrollado diversas propiedades o
mecanismos de adaptacion a dichos ambientes, hasta
tal punto que més que de una gran afinidad realmente
se trata de una gran dependencia por la sal.

L.os ambientes hipersalinos acudticos en los que la
concentracién de sal supera la del agua de mar
(3.5% de sales totales) pueden ser de origen natural,
como el Gran Lago Salade en Estados Uridos o el
Mar Muerto en Israel. Pero tambign pueden ser de
origen artificial como las salinas construidas por
el hombre para la ohtencién de sal. Por otra partte,
ia mayoria de las salinas estdn ubicadas en la costa,
ya que la sal se obtiene por la evaporacién del agua
de mat. Tal es el caso de las salinas de Bras del Port
en Santa Pola, Alicante (Espaifia). Sin embarge
existen también salinas terrestres, en las que las
salmueras ¢ aguas saladas, proceden de fuentes,
tios o lagos. Un ejfemplo de este tipa son las salinas
de Maras en la provincia de Urubamba, Cusco
{Perti). Tanto éstas como las anteriores son salinas
denominadas de «estanque miltiples, debido a que
las salmueras se distribuyen en un conjunto de
balsas de evaporacion. Este tipo de salinas son
especialmente \itiles para realizar estudios sobre
la diversidad de los microorganismos haléfilos, va
que en ellas enconframos multitud de ambientes

con distintos grados de salinidad.

* Emait; meseguer@umb.es

MICROORGANISMOS HALOFILQS

Aungue ol estudio de los microorganismos haldfilos
comenzd hace cerca de un siglo, el mayor impulso en
el conocimiento de estos microorganismos ha tenido
ugar en los tltdmos 25 afios. Actualmente sabemmuos
que existe una gran diversidad de microorganismos
haldfilos de los que apenas se han aislado y estudiado
un pequefio porcentaje. Se trata pues de un campo de
estudio cuya exploracién apenas s¢ ha iniciado.

El rmino <halofilor viene del griego, donde «halo»
es wsab v «filo» es «amante de», es decir, significa
«amante de la sal». 5in embargo no todos los
microorganismos haldfilos tienen los mismos
requerimientos de sal, por lo que Henden a agruparse
en funcidn del rango de sales que necesitan para teper
un crecimiento Sptimo. El criteric no esta
universalmente unificado pero por termine medio se
consideran dos fipos de halGfilos propiamente dichos
{2y

Figura 1. Vista aérea de las Salinas Bras del Port
en Santa Pola (Alicante) Espafia. Un ejemplo
caracteristico de salinas de estanque muiltiple.
La tonalidad rofiza es debida a la presencia de
microorganismos halifilos pigmentados.
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- Haldfilos moderados, cuando presentan un
aredmientu Gptimo en medios que contienen entre
el 5y 20% de NaCl.

- Haldtilos extremos, si crecen Gptimamente en
medios que presentan una concentracién entre el
20-30% de NaCl.

No obstante, algunos autores también utilizan el
término de haldfilos débiles para designar a aquellos
microorganismos que viven en ambientes con una
salinidad prdxima a ia del agua de mar (6ptimo entre
2-5 % de NaCl). Adicionalmente existe un grupo de
organismos denominados halotolerantes, que aunque
habitualmente viven mejor sin sal, admiten cierta
concentracion de ella en su medio ambiente.

Los ambientes hipersalinos, son en general medios
inhdspitos para los seres vivos. El problema més
importante con que se encueniran los
microorganismos en este tipo de ambientes, es la
pérdida del agua citoplasmatica debida a la elevada
osmolaridad del medio. Para combatir este problema
los haléfilos moderados y extremos, han desarrollado
un mecanismo que consiste en acumular en su
citoplasma una sustancia para regular su turgencia
interna sin producir inhibicién del metabolismo
celular. Dicha sustancia, que se conoce como soluto
compatible, puede tener distinta procedencia
dependiendo del tipo de microorganismo (1). En unos
casos el soluto compatible es sintetizado por el
microorganismo (azucares,  polialcoholes,
aminoacidos, etc.). En otros, se trata de sustancias o
iones presentes en el medio (betainas, K*) y
acumulados activamente en el interior celular gracias
a mecanismos de transporte de membrana.

A su vez, la presencia de altas concentraciones de
soluto compatible en el citoplasma, como en el caso
del K*, que llega a alcanzar concentraciones tan
elevadas como 5M, ha obligado a estos
microorganismos a sufrir cambios profundos en su
composicién y fisiologia. El conjunto de los
dispositivos que capacitan a los organismos haldfilos
para vivir en condiciones de elevada salinidad
reciben el nombre de mecanismos de haloadaptacion.
En los ambientes hipersalinos mencionados,
coexisten microorganismos haldfilos pertenecientes
a grupos filogenéticos muy diferentes. Sin embargo
su distribucion no es precisamente homogénea sino
que existe un claro predominio de unos grupos frente
a otros dependiendo del grado de salinidad del
medio. Para clarificar mejor esta afirmacién conviene
repasar la situacidn actual en relacién con la
clasificacién de los seres vivos.

FILOGENIA DE LOS SERES VIVOS

Desde los comienzos de la Biologia como Ciendia, se
ha tratado de clasificar a los seres vivos para facilitar
su estudio. Los criterios de clasificacién que se
utilizaron al principio eran exclusivamente
morfolégicos, basados en la simple observacién. Esto
no suponia grandes dificultades mientras se trataba
de seres visibles macroscépicamente como los
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animales y las plantas. Sin embargo, el
descubrimiento de los microorganismos, significé un
reto para los taxonomistas debido a la enorme
dificultad de discriminar morfoldgicamente a los
microorganismos procariotas. Asi pues se hizo
necesario recurrir a nuevos criterios como la
estructura interna, composicién y fisiologia. Tales
criterios ademds se han ido modificando en funcién
de las metodologfas cientificas disporibles en cada
época. En los ultimos 50 aiios, el desarrollo de las
técnicas de Bivlogfa Molecular, ha revolucionado
multitud de campos de estudio en la Biologia y en
particular, en taxonomia, ha influido profundamente.
Durante afios se buscd una molécula ampliamente
distribuida entre todos los seres vivos que permitiera
establecer un nuevo criterio evolutivo, es decir, un
«crondémetro molecular» que permitiera elaborar
arboles filogenélicos que incluycran a todos los seres
vivos para establecer el parentesco evolutivo entre
ellos. En 1977, Woese y Fox (3) encontraron el mejor
cronémetro molecular descrito hasta la fecha, el RNA
ribosomal y, basidndose en la secuencia de esta
molécula, propusieron una nueva clasificacién
organizada en tres ramas que posteriormente se ha
ido perfilando y consolidando.

Asi, los seres vivos se distribuyen filogenéticamente

en fres grupos o dominios:

- Bacteria: incluye a todos los microorganismos
procariotas del tipo de las «bacterias», también
dencminadas «eubacterias» o «bacterias auténti-
cas»,

- Archaea: incluye a todos los microorganismos
procariotas del tipo de las «arqueas», también
denominadas «arqueobacterias».

- Eukarya: incluyc a todos los organismos
eucariotas también conocidos como «organismos
superiores», es decir, algas, hongos, protozoos,
vegetales y animales.

Entre los microorganismos haiéfilos estudiados hasta
la fecha, existen individuos pertenecientes a los tres
dominios: Eukarya, Bacteria y Archaea. Sin embargo,
como mencionamos arriba, dependiendo de la
concentracion de sal del medio, la abundancia de
unoes a otros varfa considerablemente. Asi en los
ambientes en los que la salinidad es extrema, las
arqueas son los microorganismos més abundantes.
A medida que la concentracion es mas moderada, las
bacterias van aumentando en proporcién, siendo con
mucho mayoritarias cuando la concentracién de sal
es inferior al 10%. Por su parte, los microorganismos
eucariotas son en general escasos o minoritarios
cuando la concentracién de sal supera el 5%.

Las arqueas descubiertas hasta la fecha, entre otros
aspectos, tienen en comun el de habitar en ambientes
considerados fisiolégicamente extremos (hiperter-
mdfilos, hipersalinos, anaerdbicos, etc.). Aunque ello
conlleva ciertas dificultades con respecto a su estudio
(aislamiento, cultivo, ete.), de entre tadas, son las
arqueas haldfilas extremas o haloarqueas las que
ofrecen mayores ventajas y facilidades para su
manipulacién.
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Las membranas de las arqueas son tnicas en la
naturaleza, ya que estdn constituidas por un tipo
exclusivo de lipidos que presentan hidrocarburos de
cadena ramificada unidos al glicerol mediante
erdaces «éter» en lugar de dcidos grasos conectados
al glicerol por enlaces «éster».

Las arqueas poseen muchos rasgos en conmuin con
las bacterias. Quizds €l més importante sea la
arquitectura celular, es decir son células procariotas,
con un cromosoma tnico carente de membrana
nuclear. Sin embargoe un aspecto diferencial entre
arqueas v bacterias es la composicidn de la pared
celular, ya que las paredes de arqueas carecen de
peptidoglicano. Algunas poseen un componente
parecido llamado pseudomureina, pero la mayoria
poseen capas «S5» formadas por proteinas o
glicoprotéinas.

Ademids poseen muchos otros aspectos que las
diferencian de las bacterias e incluso muestran mayor
proximidad filogenética con los eucariotas como es
el caso de la RNA polimerasa dependiente de DNA,
la sensibilidad a ciertas drogas, etc. Asf el propio Carl
Woese, su descubridor, afirma «Arciaea are honorary
eukaryotes with prokaryotic cell organization». Esta
afirmacion tiene especial relevancia desde el punto
de vista aplicado, ya que potencialmente podriamos
obtener sustancias producidas por arqueas que
pudieran tener actividad sobre un organismo
eucariota como el hombre. Es decir, las arqueas
podrian suponer una nueva fuente de sustancias
naturales con actividad farmacoldgica.

El potencial cientifico que el descubrimiento de las
arqueas supone, ha llevado a numerosos grupos
investigadores a interesarse por su estudijo. Sin
embarge y en comparacion con los otros dominios,
las arqueas son un grupo de organismos
précticamente desconoddo y probablemente estamos
todavia muy lejos de apredar y/o valorar la verdadera
importancia de su hallazgo y los beneficios y
aplicaciones que su conocimiento puede reportarnos
en ¢l futuro.

MICROORGANISMOS HALOFILOS
MODERADOS

Entre los microorganismos de este grupo no
encontramos arqueas, ya que aunque algunas
especies son capaces de vivir al 12% de sales totales,
su Optmo esta por encima del 20%.

Tampoco encontramos muchos representantes
eucariotas salvo algunas algas (p.e. Dunaliells
viridis), hongos filamentosos (p.e. Trimmatrostroma
salinum), levaduras (p.e. Hortaea werneckii) y
protozoos (p.e. Bodo sp., Fabrea salina,etc).

Mucho mas abundantes son sin embargo las bacterias
haléfilas moderadas (4), de las que hay una gran
diversidad que muestran metabolismos muy
variados. Entre las fototréficas podriamos mencionar
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a las cianobacterias planctonicas y formadoras de
tapetes microbianos (microbial mats) y otras bacterias
fototrdficas anaerobias del grupo de las bacterias
rojas vy verdes del azufre (p.e. Ecfofhiorhodospira spp.)
y no del azufre (p.e. Chromatium spp.). También
encontramos bacterias gram negativas anaerobias
(p-e. Haloanaercbacter spp.), algunas de ellas
metandgenas (como Melhanohalophilus spp.) y
aerobias o facultativas {(como algunas especies de los
géneros Halomonas, Cromohalobacter, Salinovibrio,
DPseudomonas, etc). También hay muchas especies de
bacterias gram positivas pertenecientes a varios
géneros como Halobacillus, Bacillus, Marinococcus,
etc. y algunos actinomicetes (p.e. Actinopolispora
halophila)

MICROORGANISMOS HALOFILOS EXTREMOS

Recientemente se han aislado algunas cepas de
bacterias del género Salinibacter (5), pero por el
momento, la inmensa mayoria de los microor-
ganismos haldfilos extremos aislados hasta el
moemento, son procariotas pertenecientes al dominio
Archaea. Entre las arqueas haldfilas existen
microorganismos pertenecientes a tres familias,
siendo la mds representativa de ellas la
Halobacteriaceae, también conocidas vulgarmente
como halobacterias y mds recientemente como
haloarqueas.

Al principio se creyé que esta familia estaba
constituida por un grupo muy reducido de especies,
sin embargo en los tilfimos afios se ha comprobado
que esto no era asi. Las imagenes de microscopia de
muestras procedente de los cristalizadores de las
salinas Bras del Port, donde predominan las
haloarqueas, muestran una gran variedad de
morfologfas, indicande una amplia diversidad de
microorganismos, la mayoria de 1os cuales no se han
logrado todavia cultivar.

Actualmente y a pesar de que solo conocemos una
pequefia proporcién de ellos, ya se han descrito al
menos 15 géneros con mds de 44 especies (1). Una de
las especies mejor conocida, por ser una de las
primeras aisladas es el Halobacterium salinarum, del
que ya se ha obtenido el genoma completo.

Figura 2: Morfologia de microorganismos halifilos
presentes en una muestra de agua de un cristalizador
de las salinas Bras del Port, Santa Pola (Alicante). Todas
las imidgenes estin tomadas a 1000 aumentos, por lo
que los tamafios relativos son los que se muestran en
lns imigenes.
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Por pertenecer al dominio Archaea, las haloarqueas
poseen una serie de caracteristicas peculiares ya
mencionadas. 5in embargo, lo que resulta mas
llamativo de estos microorganismos es probablemente
su capacidad para vivir en las condiciones extremas
de los ambientes hipersalinos, hasta 3-4 Molar de
NaCl y bajo una intensa radiacion solar, condiciones
en las que practicamente ningtin otro organismo es
capaz de sobrevivir. Las haloarqueas, son por tanto
los haléfilos mas extremos y su viabilidad estd
condicionada a una concentracién salina mfnima,
por debejo de 1a cual las células se lisan. Esto implica
haber desarrollado mecanismos de haloadaptacion
(inicos que se manifiestan en la naturaleza de sus
componentes, su metabolismo y su fisiologia.

Es factible, por tanto, suponer la existencia de
componentes celulares o productos del metabolismo
con actividades biolégicas que no puedan
encontrarse en otros seres vivos. Pero al mismo tiempo
no hemos de perder de vista la proximidad
filogenética de estos microorganismos con los
organismos superiores con los que pueden mostrar
cierta similitud v/o convergencia.

Las haloarqueas poseen en su membrana celular
pigmentos carotenoides que les proporciona
proteccién frente a la fuerte irradiacién solar a que
estdn sometidas (1). Cuando se cultivan en el
laboratorio producen colonias de diversas
tonalidades rojizas, rosas o anaranjadas,
dependiendo de las especies y las condiciones de
cultivo. La membrana celular que contiene estos
pigmentos se conoce por ello como «membrana roja».
En ambientes tales como las salinas, donde estos
microorganismos se encuentran cn clevadas
concentraciones, el agua puede llegar a adquirir
tonalidades muy intensas (desde el anaranjado al
rojo).

Ademads de los pigmentos carotenoides algunas
especies de haloarqueas producen otro tipo de
pigmentos, «retinal proteins» (6), entre los cuales
destaca la bacteriorrodopsina (bacteriorhodopsin) y
la halorrodopsina (halorhodopsin) que permiten al
microorganismeo utilizar la energia luminosa para
generar gradientes de protones y cloruro
respectivamente. Estos gradientes son utilizados por
el microorganismo para realizar distintos procesos
bioenergéticos. También existen otras, «sensory
rhodopsins», que intervienen en mecanismos de
fototaxis. Todos estos pigmentos estdn constituidos
por un tipo de proteinas asociadas con una molécula
de retinal y se localizan en la membrana
citoplasmatica. Pero mientras la halorrodopsina y las
sensory rhodopsins se encuentran dispersas por la
membrana, las moléculas de bacteriorrodopsina se
asocian entre sf, formando a modo de parches que
toman de color plirpura. Asi pues en estos
microorganismos encontramos:
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- Membrana roja: compuesta esencialmente por
lipidos y proteinas. En ella se localizan los
pigmentos carotenoides, halorrodopsina, sensory
rhodopsins y el resto de los componentes habi-
tuales de la membrana (ATPasa, transportadores
de sustancias, transporte electrénico, etc.).

- Membrana parpura: compuesta casi exclusiva-
mente por bacteriorrodopsina y lpidos.

Un aspecto muy llamative de las haloarqueas, y
todavia muy poco estudiado, es la presencia
intracelular de estructuras altamente organizadas
conocidas como cuerpos fibrocristalinos, que
consisten en haces de microtibulos que recuerdan a
los microtiibulos del citoesqueleto de los eucariotas
(7). Ademas las drogas que inhiben la mitosis de las
células eucariotas, también tienen un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de haloarqueas. Esto puede tener
especial interés en relacién con el desarrollo de
nuevos procedimientos de «screening» para la
biisqueda de nuevas drogas antitumorales.

Otra caracteristica general de estos microorganismos
es la produccidn de halocinas que son sustancias
equivalentes a las bacteriocinas producidas por
bacterias (8). Las halocinas son por tanto productos
de naturaleza protéica con actividad antibiética
frente a otras haloarqueas. A este tipo de sustancias
se les asigna una funcién de competencia entre
microorganismos que comparten el mismo hibitat.

Figura 3. Microscopia electrénica de secciones
ultrafinas de células de Halobacterium salinarum
en las que se abservan secciones longitudinales (A
y B) y transversales (C y D) de los cuerpos
fibrocristalinos. Las barras indicadoras
representan 0,1 micra de longitud.
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POTENCIAL APLICADO DE LOS HALOFILOS

Al igual que otros microorganismos, los haléfilos son
considerados como una fuente potencial de productos
de interés aplicado en diversos scectores de las
industrias: Alimentaria, Farmacéutica, Cosmética,

Quirmdca, cfq.

Por otra parte, como resultado de los procesos de
haloadaptacién y de proteccidn frente al estrés
provocado por diversos factores caracteristicos de los
ambientes hipersalinos (elevada concentracion
salina, alta radiacién solar, camnbios exiremos de
temperatura, efc}, los haldfilos han desarrollado una
serie de caracteristicas tinicas que suponen toda una
amplia gama de productos nuevos con propiedades
especiales.

Adicionalmente, los haldfilos extremos son
mayoritariamente arqueas, que también a su vez
poseen unas cualidades exclusivas y otras
compartidas con los otros dominios, por lo que
podemos encontrar enzimas, inhibidores, etc que
proceden de arqueas pero que presentan actividad
sobre eucariotas ¢ bacterias.

Con todo, algunas de las aplicaciones que podemos

destacar son (9,10%

1. Bacteriorrodopsina: Debido a sus propiedades
fotocrémicas, se perfila como un pigmento con
gran futuro en aplicaciones muy diversas como
material para elaboracién de memorias Gpticas,
almacenamiento y procesado de informacion,
holografia, moduladores espaciales de luz, etc.

2. Solutos compatibles orgdnicos: cstabilizadores de

biomoléculas y células, antagonistas de sales,

agentes protectores de estrds, elc.
Bigpolimeros
a. Execpolisacdridos: espesantes, emulgentes y
gelificantes,
b. Liposomas: transporte de compuestos en me-
dicina y cosmética.
c. Acide poli-g-D-ghetamico (PGA): humectante,
espesanie, eic.
d. Polihidroxialcanoatos: prétesis, plasticos
biodegradables, etc.
4. Enzimas
a. Hidrolasas: Enzimas come b-galactosidasas,
a-amilasas, serina proteasas, etc pueden ser
de utilidad en la obtencitn de dertos produc-
tos en industrias farrmacéuticas, quimicas, elc.

b. Isomerasas: para el modelamiento, estabiliza-
cion, desnaturalizacion y renaturalizacion de
proteinas.

5. Halocinas como el PINHE: protector en el infarto
de miocardio {entre olros us0s).

6. Vesiculas de gas: separacion, presentacién de
antigenos y desarroilo de vacunas.

7. Pigmentos carotenoides: como el b-carotero, que
es un precursor de la vitamina A v es un aditivo
de gran importancia como complementos y colo-
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rantes de alimentos, en productos cosméticos,
como componentes de farmacos, etc.

8. Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(PUFA): como complementos en dietas para con-
trarrestar deficiencias en 4cidos grasos esencia-
les.

Asi pues es obvio que existe un gran potencial de
aplicaciones de interés biotecnolégico procedente de
los microorganismos haléfilos. Algunas de estas
aplicaciones estin ya en el mercado. Otras o se estin
estudiando a escala piloto, o estdn en desarrollo.
Seguramente, muchas atdn no las conocemos. Paro
en los titimos afios se estd hactendo un gran esfuerzo,
potenciando los proyectos de investigacién
destinados a buscar nuevos productos entre
microorganismos extremofilos: haldfilos, termdfilos,
psicrétilos, ete, por lo que cabe esperar un futuro muy
prometedor on el campo de la biotecnologia de estos
MiCroorganismos.
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