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Resumen
La sal ha sido utilizada como conservador de alimentos desde tiempos ancestrales, por lo
que no se pensarfa que podrfa haber vida en este mineral. Sin embargo, investigaciones
en el dltimo centenar de afos han documentado la presencia de microorganismos en la
sal y se ha descrito su taxonomia y sus aplicaciones. La produccién de polisacaridos por
microorganismos haléfilos se ha descrito recientemente, por ejemplo, no se sabia que las
arqueas halofilas eran capaces de producir polisacaridos de tipo fructano hasta que en
2019 un grupo de investigadores turcos publico este descubrimiento. Posteriormente, el
grupo de trabajo de haléfilos de CIATE] (México) realiz6 una serie de investigaciones
para estudiar la produccion de polisacaridos por microorganismos haléfilos aislados de
ambientes salinos mexicanos, y en 2023 publico la produccién de fructanos tipo inulina
por las arqueas haldfilas. En esta revision se presenta un sumario sobre la vida en sal, los
tipos de microorganismos que son capaces de vivir en ecosistemas salinos, las estrategias
que utilizan para hacer frente a la concentracion salina elevada. Se presentan ejemplos de
investigaciones en las que se han estudiado dos ecosistemas salinos mexicanos (Cuatro
Ciénegas, Coahuila y Salina Real de Huatabampo, Sonora), se muestran datos sobre el
aislamiento e identificacién de microorganismos por técnicas dependientes de cultivo y se
describe la producciéon de polisacaridos a partir de dos de los microorganismos aislados.

Abstrac

Salt has been used as a food preservative since ancient times, so it was not initially
thought that life could exist in this mineral. However, research over the past century
has documented the presence of microorganisms in salt, and their taxonomy and
potential applications have been described. The production of polysaccharides by
halophilic microorganisms has been recently described, for example, it was not known
that halophilic archaea were capable of producing fructan-type polysaccharides until
a group of Turkish researchers published this discovery in 2019. Subsequently, the
CIATE] halophile working group (Mexico) carried out a series of investigations to
study the production of polysaccharides by halophilic microorganisms isolated from
Mexican saline environments, and in 2023 published the production of inulin-type
fructans by halophilic archaea. This review presents a summary of life in salt, the
types of microorganisms that are capable of living in saline ecosystems, the strategies
they use to cope with high salt concentration; Examples of research are presented in
which two Mexican saline ecosystems have been studied (Cuatro Ciénegas, Coahuila
and Salina Real de Huatabampo, Sonora), data on the isolation and identification of
microorganisms by culture-dependent techniques are shown, and the production of
polysaccharides from two of the isolated microorganisms is described.
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Introduccidon

La sal ha acompafado al ser humano desde tiempos ancestrales, ha sido tan importante para
el humano que hubo una época en la que tenfa valor como moneda, de hecho, el origen
de la palabra salario refiere a la sal. Ha sido utilizada como condimento, para fijar colores
en los textiles, como medicamento, etc. Uno de los usos mas antiguos de la sal es como
conservador de alimentos, esto debido a su actividad antimicrobiana, dado que reduce la
actividad de agua en los alimentos y limita el crecimiento microbiano (Cirillo et al., 1994).
Su uso para la conservacion de alimentos nos hace pensar que la sal no podria albergar
vida. Sin embargo, se ha documentado la presencia de microorganismos en muestras de
sal provenientes del mar Muerto, de minas de sal y de lugares donde se evapora agua de
mar para producir sal (Oren, 1994). En los afios 1930 se descubrié que microorganismos
adaptados a vivir en concentraciones salinas cercanas a la saturaciéon podrian contaminar
productos conservados en salmueras. La investigacion en microorganismos haléfilos y
su taxonomia se ha desarrollado desde entonces y se ha descrito que las arqueas haléfilas
albergan a la mayoria de microorganismos clasificados como haléfilos extremos. Se han
investigado numerosas aplicaciones biotecnolégicas para los microorganismos halofilos
entre las que destacan la produccion de solutos compatibles (azucares, betaina, ectoina,
glicerol, sales) para la industria cosmética, uso de microorganismos completos en biorre-
mediacion, produccién de polimeros como los polihidroxialcanoatos, enzimas, pigmentos
y polisacaridos (DasSarma et al., 2009). En este articulo se describen los microorganismos
haléfilos, sus estrategias para vivir en ecosistemas con elevada salinidad, se aborda una
revision sobre algunos lugares salinos de México, se habla sobre los microorganismos ha-
l6filos que se han aislado de estos ecosistemas y se describe lo que se ha explorado sobre
la produccién de polisacaridos por estos microorganismos.

¢Qué son los microorganismos haléfilos y donde habitan?

Amantes de la sal, por sus raices griegas halos: sal y filos: amante. Este es el nombre
que reciben diferentes bacterias, eucariotas y arqueas, microorganismos que necesitan
sal para poder vivir. Estos microorganismos habitan en lugares extremadamente
salinos como las plantas productoras de sal, lagos salados y suelos salinos. Los mi-
croorganismos hal6filos pueden tolerar una concentracion de sal diez veces mayor
(350 g/L) a la concentracion de sal del agua de mar (35 g/L). Vale la pena resaltar
que los microorganismos no hal6filos no son capaces de tolerar concentraciones
salinas por arriba de 10 g/L en el medio donde crecen (Oren, 1994).

Se han realizado diferentes expediciones en ecosistemas mexicanos como la re-
serva de cuatro Ciénegas en Coahuila y en la Salina Real de Huatabampo, Sonora,
con la finalidad de encontrar microorganismos hal6filos extremos. Se lograron aislar
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microorganismos de estos ecosistemas y se integré una coleccion de mas de 50 ce-
pas. Esta coleccion esta resguardada en las instalaciones de CIATE], Zapopan. Estos
microorganismos fueron aislados e identificados. Se encontré que algunos de los mi-
croorganismos, cuando son cultivados en caja Petri, muestran una pelicula transparente
alrededor de las colonias; este halo transparente corresponde a moléculas conocidas
como exopolisacaridos (EPS), los cuales tienen la funcién de proteger la célula de las
adversidades fisicas a las que estan expuestas en los ambientes extremadamente salinos.

;Como sobreviven los halé6filos en concentraciones de sal tal elevadas?

Los microorganismos hal6filos han logrado adaptarse a condiciones extremas de sali-
nidad y tolerar temperaturas o condiciones de pH extremos. La estrategia que utilizan
los microorganismos hal6filos para vivir en elevada salinidad consiste en el equilibrio
de la presion osmotica del interior de la célula con respecto a la presion osmatica del
exterior. En el medio donde crecen los microorganismos haléfilos suelen existir dis-
tintas sales como el cloruro de sodio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio, entre
otras. Los microorganismos hal6filos son capaces de acumular en su interior grandes
cantidades de solutos; estos ultimos pueden ser moléculas pequefias como aztcares o
aminoacidos (betaina o ectoina) o pueden ser sales como el cloruro de potasio. Esta
acumulacién permite equilibrar la presion osmotica al interior de la célula (Oren, 1994).

Sila concentracion de sal del medio se retira, los microorganismos presentan un
desbalance osmoético y la membrana puede romperse (lisis), llegando a morir. De
esta manera, los microorganismos hal6filos se clasifican en funcién a la cantidad

de cloruro de sodio (NaCl) que requieren para su crecimiento: haléfilos tolerantes
1-5%, moderados 5-20% y extremos 20-30% (Amoozegar et al., 2019).

¢Qué tipo de microorganismos podemos
encontrar en los ambientes salinos?

En los ambientes salinos podemos encontrar microorganismos hal6filos pertene-
cientes a los tres dominios de la vida. Recordemos que los organismos que habitan
este planeta se clasifican en tres grandes dominios: eucaria, arquea y bacteria (Das-
Sarma, 2009). Los microorganismos eucariotas son células que contienen organulos
envueltos en membranas, siendo el nucleo el principal organelo; por otro lado, las
bacterias y arqueas carecen de nucleo.

Ejemplos de microorganismos hal6filos del dominio eucatia son el hongo haléfilo
Aspergillus sydowii y la microalga halofila Dunaliella salina. Se han identificado nume-
rosas bacterias hal6filas, entre las que destacan los géneros Halobacillus y Halomonas.
Por otro lado, las arqueas son conocidas como los “halofilos por excelencia”, esto
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porque son este grupo de arqueas haléfilas quienes muestran los mas altos requeri-
mientos de sal para vivir, es decir que son haléfilos extremos. Algunos ejemplos de
arqueas halofilas muy interesantes son Halobacterinm salinarum, Haloarcula marismortui,
Haloferax: voleanii (Oren, 2010).

México alberga una gran biodiversidad de microorganismos hal6filos que se
pueden localizar en diferentes ecosistemas extremos. A continuacion, se presentan
algunos ejemplos de microorganismos que se han estudiado y aislado de Cuatro
Ciénegas y de la Salina Real de Sonora, y se describira la capacidad de estos mi-
croorganismos en la produccién de exopolisacaridos.

Microorganismos haléfilos en ecosistemas mexicanos
Cuatro Ciénegas

Denominado en 1994 como reserva natural, esta ubicado en el desierto de Coahuila.
Cuatro Ciénegas se encuentra en un valle alrededor de majestuosas montafias, tiene
vegetacion desértica, pozas azules, lagos y rios. Este ecosistema se formé hace 800
millones de afios. Tiene la peculiaridad de contener agua con una gran cantidad de
sales de calcio, magnesio, potasio, sulfatos y cloruro, que pueden concentrarse al
paso de las estaciones del ano. Se han estudiado comunidades microbianas que se
van formando y contribuyen a formaciones rocosas denominados estromatolitos,
generados por la precipitaciéon de calcio. Se caracterizaron algunos sitios de este
ecosistema como las dunas de yeso, encontrando que son moderadamente salinas y
ligeramente alcalinas con pH de 8.5. De este ecosistema se aislaron nueve bacterias
halofilas, entre ellas, Halobacillus andaensis, Halobacillus dabanensis, Marinococcus luteus,
Alkalibacillus salilacus, Salibacterium halochares, Aquisalibacillus elongatus (Delgado-Garcia
et al., 2018). Se exploro la capacidad de estas bacterias para producir biomoléculas
de interés industrial como biocatalizadores y biosurfactantes (Barbachano-Torres

et al., 2019; Delgado-Garcia et al., 2019).

Salina Real de Sonora

Ubicada en la Bahia de Santa Barbara en Huatabampo, Sonora, México. Es un area
productora de sal en una zona no protegida y es clasificada como un humedal salado.
Tiene una biodiversidad de especies halofilas, incluyendo bacterias y arqueas. Los suelos
salinos de este ecosistema son ligeramente alcalinos con pH de 8. De este ecosistema
se aislaron ocho arqueas haléfilas pertenecientes a los géneros Haloarcula, Halorubrum
v Halolamina. Se encontr6 que son excelentes productores de pigmentos carotenoides
como la bacterioruberina (Vazquez et al., 2021) y una de ellas es capaz de producir
exopolisacaridos de alto peso molecular (Aragon-Leon et al., 2023).
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¢Qué son los exopolisacaridos y para qué sirven?

Los exopolisacaridos (EPS) son polimeros conformados por unidades de monosa-
caridos, tienen un alto peso molecular, que oscila entre 1x10° a 3x10° Daltones. Estas
moléculas son diferenciadas por el tipo de monosacarido que las compone, el tipo
de enlace glucosidico que forman (x o B) y pueden presentar una estructura lineal
o ramificada. Los homopolisacaridos contienen un tipo tnico de monémero, mien-
tras que los heteropolisacaridos presentan dos o mas tipos de sacaridos (Figura 1).

Homopolisaciridos

Ramificado

LN L

Figura 1. Estructuras de polisacaridos. Homopolisacarido: formados por un tipo de monosacarido, puede presentar
estructura lineal o ramificada. Heteropolisacarido: Formado por dos o mas monosacaridos, estructura lineal o ramificada
Fuente: elaboracion propia

La biosintesis de EPS se da en tres fases, en la primera se asimila la fuente de
carbono, posteriormente se lleva a cabo la sintesis de manera intracelular y finalmente
la exclusion de la molécula de la célula. Son secretados al medio circundante en for-
ma de una biocapa. Los polisacaridos son encargados de proteger a las células por
estrés bidtico y factores externos como la temperatura, pH, salinidad e intensidad de
luz. Adicionalmente, cumplen funciones celulares como adhesion a las superficies o
a otros organismos, también funcionan como almacenamiento de energia y apoyo
a mecanismos de defensa contra patogenicidad y virulencia (Finore et al., 2014).

Se ha reportado que los EPS producidos por via microbiana han tomado importan-
cia actualmente debido a que pueden ser empleados en la industria cosmética, quimica
y farmacéutica. Los EPS poseen propiedades tecno-funcionales como gelificantes,
estabilizantes y emulsionantes. Presentan beneficios a la salud como antimicrobianos
y antioxidantes para su uso en la industria alimentaria. A nivel ambiental pueden ser
empleados para inmovilizar metales pesados como plomo y cobre (Barcelos et al., 2019).
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Cabe resaltar que a pesar de que la produccion de polisacaridos por arqueas
haléfilas se conocia, no se sabia que las arqueas halofilas eran capaces de producir
polisacaridos de tipo fructano, hasta que en 2019 un grupo de investigadores turcos
publica este descubrimiento (Kirtel, et al., 2019).

Exopolisacaridos producidos por microorganismos aislados de ambientes
salinos mexicanos

Una de las bacterias haléfilas aisladas de Cuatro Ciénegas, identificada como Sa/-
bacterium halochares, produce por fermentacion liquida 17.38 g/1. de un exopolisa-
carido de alto peso molecular (1,283 kDa), mostrando capacidad de emulsificacion,
estabilidad térmica y poder viscosificante (Lopez-Ortega et al., 2022). Se exploro
la capacidad de este EPS para realizar emulsiones en condiciones de temperatura,
pH y salinidad extrema. Se probaron concentraciones de 2M y 4M de NaCl (pH
7y 30 °C). Se explord también pH de 4, 7.5 y 12 (sin sal y 30 °C) y temperaturas
de 40, 70 y 100 °C (pH 7 y sin sal) en la emulsién de hexano E (%); el control se
realiz6 sin sal a 30 °C y pH 7. Se lograron indices de emulsion del 41% cuando se
utiliz6 4M de NaCl en la emulsion, y del 51% a pH 12 (Figura 2). Esta capacidad
del polisacarido de Salibacterium halochares para realizar emulsiones en condiciones
extremas de pH y salinidad lo convierte en un polisacarido de gran interés para la
industria, con posibles aplicaciones en la industria alimentaria, cosmética y farma-
céutica (Lopez-Ortega et al., 2022). Se desconoce la estructura de este polisacarido
dado que no ha sido todavia reportada.
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Figura 2. Capacidad de emulsién en condiciones extremas de salinidad, pH y temperatura del EPS
obtenido de la bacteria haldfila Salibacterium halochares. El control se realiz6 sin sal a30 °Cy pH 7
Fuente: Lopez-Ortega et al., 2022
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Por otro lado, se exploré también la produccion de polisacaridos de la coleccion de
arqueas halofilas aisladas de Huatabampo, Sonora. Se encontré que las ocho arqueas
haléfilas que se aislaron presentaban colonias de aspecto brilloso, convexo, mucoide; se
ha reportado que estas caracteristicas fenotipicas estan asociadas a cepas productoras
de EPS (Kurtel, et al., 2019). La cepa identificada como Halvarcula sp. mostrd el mayor
potencial para producir polisacaridos (Figura 3). Se lograron producir hasta 3.9 g/L en
cultivo en medio liquido. Se llevé a cabo la caracterizacion bioquimica del polisacarido
encontrando que se trata de un homopolisacarido lineal tipo inulina (fructano) con
alto peso molecular de 8,370 kDa (Aragon-Leon et al., 2023).

Figura 3. Exopolisacéarido obtenido de la arquea haldéfila Haloarcula sp., con aspecto mucoide
Fuente: elaboracién propia

El polisacarido de Haloarcnla sp. mostr6 capacidad para ser utilizado como fuente de
carbono por bacterias benéficas para la salud intestinal, demostrando con esto su capa-
cidad prebiotica. En la Tabla 1 se observan los tiempos que tardaron bacterias benéficas
probidticas y bacterias patdgenas en crecer utilizando el polisacarido como unica fuente
de carbono (Aragon-Leon et al., 2023). El parametro que se determiné se llama ET50 y
se refiere al iempo que tardo el microorganismo en alcanzar la mitad de su poblacion,
entre menor es el iempo significa que el microorganismo crecié mas rapido. Como se
observa en la Tabla 1, los microorganismos benéficos para la salud intestinal crecieron
mas rapido que las bacterias patégenas. Con ET50 entre 2.9 y 5.6 horas para las bacte-
rias probidticas de los géneros Lactobacillus y Pediococcus; mientras que las bacterias
patogenas tardaron mas en duplicarse con tiempos entre 5.8 y 6.4 h (Aragén-Leén et al.,
2023). Los resultados anteriores, aunados a la solubilidad de este polisacarido en agua,
lo hacen interesante para ser utilizado como ingrediente con capacidad prebiotica en la
industria de alimentos.
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Tabla 1. Capacidad prebidtica del exopolisacarido obtenido de la arquea haléfila Haloarcula sp.
expresado como el tiempo en alcanzar la mitad de la densidad optima maxima (ET,)

Cepa Clasificacién Tiempo, ET,, h
Lactobacillus fermentum Bacterias reconocidas como benéficas para la 2.9
) ) salud digestiva, mejor conocidas como bacte-
Lactobacillus paracasei rias probiéticas. 3.0
Lactobacillus plantarum 3.2
Pediococcus acidilactici 3.4
Lactobacillus acidophilus 3.5
Lactobacillus casei 4.6
Lactobacillus rhamnosus 5.6
Staphylococus aureus Bacterias patdgenas para el humano. Aso- 5.8
o ciadas con enfermedades gastrointestinales.
Listeria monocytogenes 5.8
Salmonella typhi 5.8
Escherichia coli 6.4

Fuente: Tomado de Aragén-Leon et al., 2023

Conclusion

El estudio de arqueas y bacterias hal6filas aisladas de ambientes salinos mexica-
nos como Cuatro Ciénegas, Coahuila y Huatabampo, Sonora, ha demostrado el
excelente potencial de estos microorganismos para producir exopolisacaridos. Los
polisacaridos producidos por los microorganismos hal6filos han mostrado caracte-
risticas distintas a otros polisacaridos, como su poder emulsificante en condiciones
de elevada salinidad y pH. En el caso del polisacarido de la arquea haléfila aislada
de Sonora, se demostr6 capacidad para ser usado por bacterias benéficas para la
salud digestiva. Estas investigaciones han generado un gran impacto en la comu-
nidad cientifica, ya que se han encontrado diferentes aplicaciones para su uso en la
industria de alimentos, ambiental y cosmética. La bioprospeccion y el resguardo de
microorganismos aislados de diferentes ecosistemas mexicanos genera un impacto
social y cientifico y pone en valor el patrimonio biolégico que México resguarda.
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